Efecto de la microestructura de los cementos de fosfato de calcio espumados en la retención y adsorción de proteinas by Lamtahri, Sarah
Efecto de la microestructura de los cementos de fosfato de calcio espumados en la retención y adsorción de proteinas.              Pág. 1 
 
1. Resumen 
Dada la importancia que tiene la arquitectura/geometría de un biomaterial en cuanto a su 
capacidad para concentrar y adsorber proteínas que circulan en el flujo sanguíneo, el 
objetivo de este proyecto se centra en investigar el efecto que tiene la microestructura de 
cementos de fosfato de calcio espumados en la retención y adsorción de proteínas. 
 Este trabajo se divide en 2 partes. La primera parte consiste en la preparación de 
cementos espumados con diferentes microestructuras: una generada por anclaje de 
cristales en forma de agujas (cementos F) y otra generada por anclaje de cristales en forma 
de placas elongadas (cementos G). La segunda parte  se centra en investigar la capacidad 
máxima de adsorción y la capacidad de retención de los dos materiales utilizando proteínas 
de tamaño  diferente: la beta-lactoglobulina de 20kDa, la albúmina de 66kDa y la gamma–
globulina de 160kDa.  
El material se caracterizó por microscopia electrónica de barrido, porosimetria de mercurio 
y análisis de su superficie específica. Con las diferentes proteínas se realizaron estudios de 
adsorción midiendo la cantidad de proteína en solución por espectrofotometría y se 
investigó la retención de cada proteína en ambos materiales por cromatografía utilizando 
los dos tipos de cemento espumados como fase estacionaria. 
El método espectrofotométrico ha permitido ver que los cementos F, independientemente 
del tipo de proteína, adsorben menos proteína  que los cementos gruesos G a pesar de 
tener el doble de superficie específica. El menor tamaño y mayor densidad de cristales en 
el cemento F impide el acceso de la proteína. No se observaron diferencias entre la 
adsorción de las diferentes proteínas. En comparación, el método SEC ha sido una buena 
herramienta para investigar la concentración y el  comportamiento de retención de  las 
proteínas en los cementos F y G. El mayor tamaño  y menor densidad de cristales en las 
columnas de cemento C comparadas con las F permiten una concentración más elevada 
de proteína y un tiempo de elución más rápido. 
Se ha visto que el  método más potente para llegar a la discriminación del comportamiento 
de las proteínas en los materiales es el SEC. Esta técnica es nueva en este campo y queda 
mucho por explorar. 
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3. Glosario 
ACN: Acetonitrilo 
ACNH4: Acetato de Amonio 
α- TCP: Fosfato tricálcico en su fase alotrópica alfa; α- Ca
3
(PO
4
)2 
β-LG: Beta-lactoglobulina 
β- TCP: Fosfato tricálcico en su fase alotrópica beta; β Ca
3
(PO
4
)2 
γ-G: Gamma-globulina 
BMPs: Proteínas morfogénicas de hueso (Bone morphogenic proteins)  
BSA: Albúmina bovina (Bovine serum Albumin) 
CaP: Fosfato de calcio (Calcium Phosphate) 
CDHA: Hidroxiapatita deficiente en calcio (calcium deficient hydroxiapatyte).Su formula 
molecular es: Ca10-X(HPO4) X(PO4)6-X(OH)2-X. 
Cemento F: Cemento preparado con polvo α-TCP fino 
Cemento G: Cemento preparado con polvo α-TCP grueso 
CMC: Concentración micelar crítica 
CPC: Cemento de fosfato de calcio 
DCPD: Fosfato dicálcico dihidratado (Brushita) 
F: polvo de α-TCP fino 
G: Polvo de α-TCP grueso 
HA: Hidroxiapatita. Su formula molecular es Ca10(PO4)6(OH)2 
IT: Ingeniería de tejidos (tissue Engineering) 
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L/P: Relación líquido/polvo 
PBS: Solución tampón de fosfatos (Phosphate buffer salins) 
PHA: Hidroxiapatita precipitada 
PI: Punto isoeléctrico 
PU: Poliuretano 
SSA: Superficie específica 
TCP: Fosfato tricálcico Ca
3
(PO
4
)2 
Glosario de las técnicas de caracterización utilizadas: 
BET: Técnica de medida de la superficie específica por adsorción de N2. El nombre proviene 
de sus inventores: Brunauer, Emmett y Teller. 
MEB: Microscopio electrónico de barrido 
MIP: Porosimetría por intrusión de mercurio (Mercury intrusión porosimetry). Permite 
determinar la porosidad abierta de las muestras y la distribución de la porosidad en función del 
tamaño de entrada de poro. 
HPLC: High performance liquid chromatography 
SEC: Size exclusión chromatrography 
Nanodrop: Espectrofotómetro 
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4. Introducción 
Hoy en día existe una gran variedad de enfermedades que generan el desequilibrio entre la 
reabsorción y la formación de tejido óseo tales como la osteoporosis y la osteopetrosis entre 
otras que hacen que la masa ósea no se mantenga constante. Además, se ha observado un 
aumento en el número de desordenes musculoesqueletales  con el aumento de la esperanza 
de vida. Si a las enfermedades anteriores se añaden  los diferentes tipos de accidentes que 
requieren el aporte de hueso, se entiende la necesidad urgente de investigar materiales  
capaces de sustituir o aún mejor, regenerar el hueso. 
Un tipo de material que posee gran interés en este campo son los cementos de fosfato de 
calcio (CPCs), descubiertos por W.E. Brown y L.C. Chow en 1983. Los cementos están 
constituidos por la mezcla  de polvos de CaP (fosfato de calcio)  con una solución acuosa y 
tienen la particularidad de endurecer con tiempo a temperatura ambiente. Este descubrimiento 
ha permitido un gran avance en el uso de CaPs como substitutos óseos porque además de 
ser moldeables, tienen la capacidad de autofraguar in vivo. Uno de los cementos con mayor 
interés biológico es el que fragua formando hidroxiapatita (HA), ya que presenta una gran 
similitud a la fase mineral del hueso, no sólo en cuanto a su composición sino también por su 
estructura. Se sabe muy bien en el campo de la regeneración ósea, que la estructura de la HA 
es garantía de biocompatibilidad, bioactividad y osteoconductividad.  
Varios trabajos publicados recientemente han destacado la importancia de la 
arquitectura/geometría  del material como parámetro clave capaz de inducir al material 
propiedades osteoinductivas. La HA de por si no posee esta propiedad, pero con una 
geometría apropiada,  se ha visto que se puede favorecer la concentración y posterior 
adsorción de las proteínas responsables de activar la osteoinducción. Estos descubrimientos 
han motivado la elaboración de este proyecto.  
Actualmente, la mayoría de los biomateriales de HA están bien caracterizados a nivel de sus 
propiedades texturales pero poco se sabe a nivel de adsorción y retención de las proteínas 
sobre este tipo de materiales. El objetivo pues de este trabajo es, por un lado fabricar 
cementos macroporosos con estructura macroporosa similar pero diferente microestructura y, 
por otro lado, investigar la adsorción y retención/concentración de varias proteínas en estos 
materiales mediante estudios de adsorción y por cromatografía de  exclusión.  
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5. Estado del arte 
5.1. Generalidades sobre el hueso 
El hueso es un tejido conectivo que representa, junto con los dientes, el único tejido duro del 
cuerpo humano. Un tejido se define como un conjunto organizado de células, diferenciadas de 
un modo determinado, ordenadas regularmente, con un comportamiento fisiológico 
coordinado y un origen embrionario común. 
Desde el punto de vista estructural, está organizado a varios niveles de tal manera que lo 
podemos considerar como un nano compuesto con propiedades biológicas y biomecánicas 
muy peculiares que han sido imprescindibles para el desarrollo de los vertebrados y, más 
precisamente, del ser humano. A continuación se detallaran las funciones, la estructura, la 
organización, la composición y las enfermedades del hueso. [1] 
5.1.1. Funciones del hueso 
Las funciones del hueso pueden dividirse en dos grandes categorías, mecánicas y biológicas.  
En lo que concierne a sus funciones mecánicas, puesto que constituye el apoyo de los tejidos 
corporales a la vez que constituye el punto de sujeción de los músculos, el hueso permite la 
movilidad y la estabilidad. Es misión del hueso (esqueleto) también de proteger los órganos 
internos, tales como el cráneo, la columna, el tórax y la pelvis.  
En cuanto a sus funciones biológicas estas consisten en regular el metabolismo de ciertos 
iones de la sangre, como por ejemplo el Ca, Na, H, Mg y P. En la médula ósea además, es 
donde se producen las células sanguíneas, proceso que es conocido como hematopoyesis. 
[2,3] 
5.1.2. Estructura del hueso 
 Al nivel microscópico 
A nivel microscópico, la unidad estructural fundamental es la osteona o el sistema haversiano. 
En el centro de cada  osteona se encuentra un pequeño canal denominado conducto de 
Havers, que contiene vasos sanguíneos y fibras nerviosas. La osteona sí misma consiste en 
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series concéntricas de lamelas de matriz mineralizada (constituida por aproximadamente 95% 
de colágeno)  que rodea el canal central (Fig.5.1) 
A lo largo de las fronteras de cada lamela, existen pequeñas cavidades conocidas como 
lagunas, cada una conteniendo células óseas u osteocitos. Numerosos pequeños canales 
denominados canalículos, radian de cada laguna, conectando la laguna de la lamela 
adyacente y ultimadamente alcanzando el conducto haversiano. El proceso celular se extiende 
de los osteocitos hasta los canaliculi, permitiendo a los nutrientes de los vasos sanguíneos  de 
alcanzar los osteocitos. 
En la periferia de cada osteona existe una línea de cemento, compuesta principalmente de 
glucosaminoglucanos. Esta línea no está transcurrida ni por los canalículos  ni por las fibras de 
colágeno y este entrelazamiento de canalículos  y colágeno  inexistente en esta parte explica 
porque es la porción  débil en la microestructura del hueso. 
Es importante subrayar que cada célula de una osteona no debe superar una distancia de 
100µm respecto al centro de suministro de sangre, sino no podría estar aprovisionada en 
nutrientes [2]. 
 Al nivel macroscópico 
A nivel macroscópico, todos los huesos están compuestos de 2 tipos de tejidos óseos: 
compacto o cortical y esponjoso o trabecular.   
El hueso cortical se encuentra en la parte externa de todos los huesos del cuerpo y presenta 
una estructura más densa que la del hueso trabecular. 
En el interior se encuentra el hueso trabecular y está compuesto de placas delgadas, o 
trabeculas formando una estructura esponjosa; los intersticios entre las trabeculas están llenos 
de medula roja. El tejido óseo trabecular a diferencia del compuesto corre de canales 
haversianos en el interior de las osteonas. Los osteocitos reciben nutrientes a través de los 
canalículos, que conectan  a la médula roja. 
El hueso cortical siempre rodea el hueso trabecular, pero la cantidad relativa de cada tipo 
varía entre huesos según los requerimientos para su  funcionamiento. 
A pesar que el hueso trabecular y compacto son muy similares a nivel de composición, la 
distinción entre los dos está en el grado de porosidad. El rango de porosidad varía entre 5% y 
30% para el hueso cortical y entre 30% y 90% para el hueso trabecular [2]. 
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Fig.5.1.Estructura de los huesos compactos y esponjosos [4]. 
 
 
5.1.3. Composición del hueso 
 
Fig. 5.2. Composición del hueso [3].  
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A nivel de composición, el hueso, único tejido duro, está formado por una fase mineral que le 
confiere dureza, rigidez y resistencia a la comprensión y una fase orgánica que le confiere 
flexibilidad y resistencia a la tensión. En Fig. 5.2 se detallan los principales componentes que 
forman parte de cada fase.  
Como puede observarse Fig. 5.2, la fase orgánica está constituida fundamentalmente por 
fibras de colágeno de tipo I.  
La fase mineral está formada principalmente por pequeños cristales de Hidroxiapatita (HA) 
deficiente en calcio carbonatada que tiene como fórmula:  
Ca
8,3 n 0,7 
(PO
4
)
4,3 
(CO
3
)
x 
(HPO4)
y 
(2OH y CO3)
0,15 n 1,7 
Donde n, representa las vacantes, x+y=1,7 
La proporción en peso de fase mineral es más elevada que la proporción de fase orgánica, 
siendo del 70% y 30% respectivamente. 
Las principales características de la HA deficiente en calcio carbonatada son: 
o Deficiente en calcio, y por tanto su estructura cristalina presenta vacantes y está 
distorsionada. 
o Carbonatada (contiene grupos carbonatados: CO3
2-
) 
o Composición no estequiométrica dado que por su estructura muy abierta es capaz de 
aceptar otras especies como los iones Na
+
, Mg
2+
, K
+
, F
-
, y Cl
- 
. 
o Baja cristalinidad (250-500 × 30 Å ) 
o Superficie especifica elevada [2,3] 
5.1.4. Enfermedades del hueso 
Los huesos están en constante remodelación, manteniendo un equilibrio entre la reabsorción y 
la formación  de tejido, por lo que la masa ósea se mantiene constante. Sin embargo, existe 
una gran variedad de enfermedades que generan el desequilibrio de este proceso, tales como 
los tumores óseos o la enfermedad de Paget etc. [5,6]. 
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Además, el aumento de la esperanza de vida en las ciudades desarrolladas, ha conducido a 
un serio aumento en el  número de desordenes muscoloesqueletales, tales como la 
osteoporosis y la osteoartritis [7]. 
Si a las enfermedades anteriores se añaden  los diferentes tipos de accidentes que requieren 
el aporte de hueso, se entiende la necesidad urgente de investigar materiales  capaces de 
sustituir o aún mejor, regenerar el hueso. 
5.2. La ingeniería de tejidos (IT) 
5.2.1. Definición 
La Ingeniería de Tejidos (IT), se define como el uso de los principios y métodos de la 
ingeniería, la biología y la bioquímica orientados a la comprensión de la estructura y la función 
de los tejidos normales y patológicos de los mamíferos, y el consecuente desarrollo de 
sustitutos biológicos para restaurar, mantener o mejorar su función.[6] 
La IT aplicada  en el campo de la regeneración del tejido óseo busca implantar materiales que 
aparte de ser biocompatibles (materiales capaces de desempeñarse en una aplicación 
específica con una respuesta apropiada del sistema biológico huésped)  y biodegradables 
(materiales degradables en productos no tóxicos, que son expulsados por el cuerpo) sean 
capaces de actuar como soporte facilitando la regeneración ósea en el interior del material. 
[6,8] 
De acuerdo con lo anterior, el reto de la ingeniería del tejido óseo es diseñar matrices 
tridimensionales capaces de imitar las propiedades naturales del hueso, que proporcionan  
una ayuda temporal para la regeneración del tejido, y balancear la degradación y la pérdida de 
las propiedades mecánicas con el crecimiento y la formación del hueso.[9] 
Para desarrollar materiales con las características mencionadas, hay que adquirir 
conocimientos sobre la propia capacidad regenerativa de los tejidos. De este modo se puede 
conseguir la reparación o sustitución del tejido mediante la reproducción de los mecanismos 
que intervienen in vivo. Así pues, de este conocimiento se extraen los tres elementos 
fundamentales para la IT: las células, los factores de crecimiento y los soportes en 3D 
llamados también andamios o “scaffolds” [3,10]. 
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5.2.2. Estrategias  de la IT 
Actualmente, dentro del campo de la IT óseo se están desarrollando dos estrategias de forma 
paralela. Una consiste en desarrollar soportes 3D a partir de materiales sintéticos que se 
implantan de forma que la regeneración del tejido se dé completamente in vivo. En la segunda 
estrategia los soportes 3D se cultivan antes in vitro, dando lugar así a una nueva estrategia 
terapéutica consistente en la implantación de tejido obtenido in vitro a partir de células 
provenientes del propio paciente. [9] 
Aunque esta segunda estrategia es muy interesante el proceso es largo. Primero hay que 
extraer las células del paciente, después se expanden, se aíslan las células de interés y se 
introducen dentro del andamio al mismo tiempo que se  introducen los factores de crecimiento. 
Seguidamente se lleva a cabo la proliferación y la diferenciación celular dentro de un 
bioreactor que reproduce las condiciones in vivo. Finalmente se coloca el implante dentro del 
órgano o tejido dañado, y con el tiempo este se regenerara mientras que la matriz 
biodegradable desaparece. [9, 10, 11, 12] 
Este proceso que consta de varias etapas se ilustra en la Fig. 5.3. 
 
 
Fig. 5.3. Esquema del proceso de regeneración del tejido óseo mediante el uso de soportes en 
los cuales se ha realizado cultivo celular. [10] 
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5.2.3. Los elementos fundamentales de la ingeniería de 
tejidos. 
La ingeniería de tejidos como se ha mencionado ya en la sección anterior, se basa en el uso 
(de forma conjunta o separada) de tres elementos:  
 Las células: 
El papel de las células es el de formar tejido óseo. Se pueden utilizar células del propio 
paciente cultivadas y/o modificadas genéticamente en el laboratorio. Para ello se extraen 
células del  paciente a tratar, se multiplican in vitro, posteriormente se separan las células de 
interés  y se introducen en el material. [11,13] 
 Los factores de crecimiento: 
Los factores de crecimiento son moléculas específicas (proteínas) de cada tejido que actúan 
como señales químicas sobre las células e inducen su proliferación y diferenciación Estos 
factores activan pues la división ósea. [10] 
 Los “scaffolds” 
Los scaffolds son sustratos 3D que imitan la estructura de un órgano o tejido con el objetivo de 
reemplazar la parte de estos que ha dejado de cumplir su función, y a la vez actúan como 
soporte y vehículo para transportar células y moléculas en su interior. 
Estos soportes deben ser biocompatibles, biodegradables. Además, para que desarrollen su 
función correctamente es necesario que: 
o Actúen como matriz para la adhesión celular facilitando al mismo tiempo la regulación 
de determinados comportamientos celulares, ya sean in vivo o por parte de células 
cultivadas in vitro. 
o Actúen como vehículo de liberación de células, factores de crecimiento o genes. 
o Presenten unas propiedades mecánicas adecuadas,  tales que den soporte estructural 
al defecto manteniendo su forma para que no se vean dañados los tejidos 
circundantes. 
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o Presenten una estructura altamente porosa, con un tamaño de poro tal que permita el 
crecimiento celular así como  la vascularización. En efecto, la matriz ideal debe permitir 
la vascularización para suplir de nutrientes la estructura, puesto que las células 
localizadas a mas de 150 µm de un vaso sanguíneo no sobreviven por falta de 
oxígeno. [14,15, 16] 
5.2.4. El scaffold y su porosidad e interconexión 
Se ha demostrado que tanto el tamaño como la morfología de los poros en un scaffold son 
parámetros críticos  para el crecimiento óseo al permitir tanto la osteoconducción como la 
transferencia de los nutrientes dentro del propio andamio. Según la bibliografía consultada el 
diámetro de poro óptimo varía dependiendo del tipo de hueso que se pretenda sustituir. Aún 
así, la mayoría de autores coinciden al determinar un diámetro mínimo de 100μm mientras que 
el máximo varía entre las 400μm [17] y 1000μm [18].  
Este requerimiento de un tamaño mínimo no es solo para permitir la colonización celular (hay 
que tener presente que las células que permiten la regeneración ósea como son los 
osteoblastos tienen un tamaño de 10 a 20 μm) sino que también debe permitir la creación de 
vasos sanguíneos en el biomaterial.  
Es importante tener presente que el término “diámetro del poro” se refiere en realidad a 
diámetro de interconexión entre poros. La interconexión entre los poros es capital para que las 
células puedan penetrar en el andamio y formar tejido en todo el volumen [19].  
Finalmente también hay que remarcar la importancia de la microporosidad puesto que esta 
interviene en la transferencia de nutrientes a través del andamio. Por microporosidad se 
entiende como la porosidad que presenta un tamaño de poro inferior a las 10μm. Así mismo, 
los poros que presenten diámetros superiores a los 10μm se consideran macroporos. 
Hay que subrayar que la terminología usada en el campo de la ingeniería de tejidos difiere de 
aquella fijada por la IUPAC. Según este organismo, la macroporosidad comprende los poros 
con un diámetro superior a los 50nm, la mesoporositad comprende aquellos con un diámetro 
comprendido entre los 50 y los 2nm y, finalmente, la microporosidad engloba los poros con un 
diámetro inferior a 2nm. [20] 
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5.2.5. El scaffold y los factores de crecimiento 
Los factores de crecimiento son proteínas que se encuentran en el cuerpo y tienen un papel 
muy importante en la regeneración ósea. Pero para que puedan actuar deben adsorberse en 
el material. Ejemplos de estos tipos de proteínas son el grupo de las proteínas morfogénicas 
de hueso  (BMPs: Bone morphogenic proteins)  y las proteínas osteogénicas presentes en la 
matriz  extracelular (p.ej. colágeno, osteonectina, osteopontina y la sialoproteína de hueso). 
Aunque hoy en día se pueden comprar algunos de estos factores de crecimiento y pre-
adsorberlos en el andamio antes de implantarlo, el problema está en su elevado coste 
económico.  Además, este campo de investigación es todavía  muy nuevo, y  faltan por 
explorar muchos aspectos como por ejemplo conocer las dosis de estas proteínas en los 
diferentes materiales para promover de la forma más eficiente la regeneración ósea. 
Paralelo a estas investigaciones con las proteínas morfogénicas, varios investigadores han 
visto  que la geometría/arquitectura de un material puede ayudar a concentrar estas proteínas 
facilitando su posterior adsorción. Este aspecto es muy importante puesto que teóricamente 
debería permitir controlar esta adsorción mediante un diseño de la arquitectura del material. 
[21] 
5.3. Biomateriales 
Existen muchos tipos de biomateriales empleados para la sustitución y regeneración ósea que 
abarcan desde los metales hasta los polímeros, ya sean sintéticos o naturales, y los 
cerámicos. A continuación se dará una explicación breve de cada uno de los diferentes 
grupos. 
5.3.1. Metales polímeros y cerámicas 
 Metales: 
Los metales y cerámicas han contribuido a avances principales en medicina especialmente en 
el reemplazo de tejidos ortopédicos. Los metales tales como por ejemplo los aceros 
inoxidables, las aleaciones a base cobalto, o las aleaciones en base a  titanio han sido 
tradicionalmente los materiales más ampliamente usados, dado sus excelentes propiedades  
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mecánicas. Aún así en numerosas ocasiones estos no serían los candidatos idóneos puesto 
que precisamente su alta resistencia mecánica puede actuar en detrimento de la regeneración 
del tejido óseo. Además son sensibles a la corrosión por parte de los fluidos fisiológicos, y 
tienen una flexibilidad de diseño limitada. [14, 22, 23,24] 
 Polímeros: 
A diferencia de los metales, los polímeros ya sean sintéticos o naturales permiten una gran 
flexibilidad de diseño dado que tanto su composición como su estructura pueden modificarse 
adecuándolas a cada situación. 
Los polímeros naturales (biopolímeros), tales como el colágeno, los glucosaminoglucanos y el 
almidón entre otros, han sido utilizados para la regeneración de piel, cartílago y hueso… 
Aunque estos biomateriales puedan simular de manera más cercana  el entorno celular, la 
gran  variabilidad entre lotes una vez aislados del tejido biológico es la principal limitación. 
Además, los biopolímeros pueden llegar a trasmitir enfermedades o provocar el rechazo 
inmunológico. Otro inconveniente es que no se pueden producir industrialmente, y esto no los 
hace tan viables económicamente. Por eso, varios polímeros sintéticos reabsorbible han sido 
desarrollados para sobrepasar los problemas asociados a los polímeros naturales. 
La mayor parte de estos polímeros sintéticos tales como los poly (a-hydroxy ester)s, los 
polyanhidridos…se degradan a través de una hidrolisis química, insensible al proceso 
enzimático, de manera que su degradación no varía mucho de un paciente a otro. Pero estos 
tienen también limitaciones, por ejemplo todos los polyester liberan productos de degradación 
tóxicos lo que puede afectar a la biocompatibilidad. [14,  24, 25] 
 Cerámicas: 
La última familia de materiales usados en la reparación y regeneración del hueso son las 
cerámicas. Las cerámicas típicas son la zirconia, la alúmina, los vidrios y los fosfatos de calcio.  
De entre las cerámicas  constituidas de fosfatos de calcio, la más interesante es la HA ya que 
es muy similar a la fase mineral del hueso (Tabla. 5.1). Esto hace que sea un candidato ideal 
como biomaterial. Este material es biocompatible, bioactivo (capaz de permitir un enlace fuerte 
y directo del tejido vivo con su superficie), osteoconductor( capaz de proporcionar una 
superficie biocompatible sobre la cual migra y crece el tejido óseo en contacto directo con la 
superficie) y osteotransductor . [4, 8, 16, 17] 
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5.3.2. Los fosfatos de calcio 
Se pueden distinguir dos categorías de fosfato de calcio (CaP):  
o Los CaP obtenidos por precipitación a temperatura ambiente. 
o Los CaP obtenidos por reacción térmica a alta temperatura. [26, 27] 
De entre los CaP que se obtienen a alta temperatura destacan el fosfato tetracálcico, el fosfato 
tricálcico α y β y los fosfatos dicálcicos. Estos materiales aunque no se encuentran en el 
cuerpo humano a menudo se utilizan como biomateriales.  
Por otra parte está la hidroxiapatita (HA) que puede obtenerse tanto por alta temperatura 
como a temperatura ambiente, sin embargo, la HA que tiene más interés es está segunda por 
asimilarse más a la apatita humana no solo en cuanto a su composición sino también por su 
estructura. En la tabla 5.1 se resumen los principales fosfatos de calcio de interés biológico: 
Tabla. 5.1: Principales fosfatos de calcio de interés biológico [28]. 
Nombre Fórmula Ca/P Abreviación 
Fosfato tetracálcico  Ca
4
(PO
4
)
2
O  2 TTCP  
Hidroxiapatita (estequiometrica) Ca
10
(PO
4
)
6
(OH)
2
 1,67 HA  
Hidroxiapatita precipitada  Ca
10-x
(HPO
4
)
x
(PO
4
)
6-x
(OH)
2-x
 1,5-1,67 PHA  
Hidroxiapatita deficiente en calcio Ca
9
(HPO
4
)(PO
4
)
5
(OH)  1,5  CDHA  
Fosfato de calcio amorfo  Ca
10-x 
H
2x
(PO
4
)
6
(OH)
2 
  ACP  
Fosfato tricálcico (α,β)  Ca
3
(PO
4
)
2
 1,5 TCP  
Fosfato octacálcico Ca
8
(HPO
4
)
2
(PO
4
)
4
.5H
2
O  1,33  OCP  
Fosfato dicálcico (Monetita)  CaHPO
4
 1 DCP 
Fosfato dicálcico dihidratado (Brushita)  CaHPO
4
.2H
2
O  1 DCPD 
Fosfato monocálcico monohidratado  Ca(H
2
PO
4
)
2
.H
2
O  0,5 MCPM  
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Una de las propiedades más importantes de los CaP es probablemente su solubilidad en 
agua,  porque permite predecir el comportamiento de los CaP in vivo. Si la solubilidad del CaP 
es inferior a la de la fase mineral del hueso, el CaP se degradará muy lentamente o no se 
degradará. Si la solubilidad del CaP es superior a la de la fase mineral del hueso, se 
degradará. Así, utilizando las distintas isotermas de solubilidad de los CaP (Fig.5.4) se puede 
predecir la velocidad de degradación del CaP in vivo y se puede clasificar su solubilidad, por 
ejemplo a pH 7, de la manera siguiente:  
MCPM>TTCP ≈ α-TCP>DCPD>DCP>OCP>β-TCP>PHA>HA [28]. 
Fig.5.4. Isotermas de solubilidad en agua de fosfatos de calcio de interés biológico. [3] 
 
A partir de la Fig.5.4, se observa que de entre todos los fosfatos de calcio, la HA es la que 
tiene la curva de solubilidad más baja a pH>4,2, y esto significa que es el CaP más estable 
para pH>4,2. Por otra parte se observa que a pH<4,2 la brushita (DCPD) es el CaP más 
estable. Esto significa que por precipitación solo pueden formarse HA o DCPD. 
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Aunque hayan varias formas de obtener HA mediante reacción de precipitación los cementos 
de fosfato de calcio (CPC) son muy interesantes como vía de obtención de materiales 
apatíticos. Dada la importancia de los CPC en este proyecto, en el siguiente parágrafo se 
desarrollará en detalle este tipo de materiales. 
 
5.4. Los cementos de fosfato de calcio 
En 1983 W.E. Brown y L.C. Chow descubrieron los cementos de fosfato de calcio (CPCs) 
como materiales autofraguables para aplicaciones médicas. Este descubrimiento ha permitido 
un gran avance en el uso de CaP como sustituto óseo. [28, 29] 
5.4.1. Reacción cementante  
Los cementos de fosfato de calcio se forman por reacción de dos fases:  
o una fase sólida, formada por uno o más fosfatos de calcio, y  
o una fase líquida, formada por agua o una solución acuosa  
Al mezclarse, se forma una pasta que como consecuencia de una reacción química de 
disolución-precipitación, fragua y endurece para formar un cuerpo sólido microporoso. La 
reacción se lleva a cabo a temperatura ambiente o fisiológica. 
Estos cementos se denominan entonces cementos hidráulicos. [26] 
En la Fig.5.5 se representa de manera esquemática el comportamiento de un cemento que 
sufre el proceso de disolución-precipitación. 
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Fig.5.5 Representación esquemática del comportamiento de un cemento. [26] 
Tal y como se explicó en la sección 5.3.2, los CPCs tienen solo 2 productos finales: DCPD o 
HA. 
Los fosfatos de calcio DCPD producen cementos que fraguan a temperatura corporal, a pH 
neutro según las reacciones EQ.5.1 y EQ.5.2. El producto de la reacción es una HA 
estequiométrica. [30] 
EQ. 5.1 
        EQ. 5.2 
          
Otro tipo de cemento resulta de la hidrólisis del α-TCP, según la EQ.5.3, obteniéndose 
hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA)  como producto final de la reacción [31]. Esta CDHA 
es más similar a la apatita biológica que la apatita estequiométrica obtenida por reacción del 
DCPD.  
                                                                                                         EQ. 5.3 
 
A continuación se detalla el proceso de fraguado y endurecimiento para uno de los  cementos 
de fosfato de calcio más simples, el cemento de un componente en base  α-TCP (Fig.5.6). 
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La reacción de fraguado comienza inmediatamente después de haber mezclado la fase sólida 
con la fase líquida. En una primera etapa, la disolución de la partícula de α-TCP en la fase 
líquida del cemento genera un microambiente sobresaturado de iones fosfato y calcio, los 
cuales interaccionan químicamente y originan la precipitación de la fase más estable sobre la 
partícula, en este caso la apatita. Esta precipitación es la segunda etapa durante el fraguado, 
e involucra una reacción química con los grupos hidroxilo e hidronio del agua, por lo que la 
fase líquida no es solo un método de generar una pasta, sino que interviene directamente en  
la reacción de fraguado de acuerdo a la  EQ. 5.3. Esta reacción de precipitación genera 
cristales micrométricos y nanométricos que al entrelazarse entre sí causan el endurecimiento 
(fraguado) del cemento. 
Inicialmente el mecanismo de la reacción está controlado por la cinética de hidrólisis del α-
TCP y la precipitación de la CDHA. Después, con el avance de la reacción, se forma una capa 
de CDHA sobre la partícula de α-TCP y cuando esta capa es lo suficiente gruesa,  el 
mecanismo que controla la reacción es el mecanismo de difusión de iones a través de esta 
capa [28, 32, 33,34]. 
 
 
Fig.5.6. Esquema que muestra con detalle las etapas y proceso que ocurren durante la 
reacción de fraguado y endurecimiento del cemento en base a α-TCP [31]. 
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5.4.2. Ventajas 
Los cementos de fosfato de calcio presentan varias ventajas con respecto a otros materiales 
utilizados para la reconstrucción o regeneración ósea. Estas ventajas pueden resumirse en los 
siguiente puntos [3, 26, 31, 35]:  
o Moldeabilidad in situ. 
o Inyectabilidad, lo que permite la implantación de cementos con una mínima invasión  
quirúrgica, menos agresiva que las técnicas quirúrgicas tradicionales. 
o Buena aposición biomaterial-tejido circundante, lo que permite un buen contacto entre 
el hueso y el material aún con geometrías complejas, y esto estimula la 
osteoconductividad. 
o Fácil manipulación. 
o Ausencia de toxicidad.  
o Ausencia de exotermia durante el fraguado lo que evita la necrosis por hipertermia. 
o Ausencia de contracción de volumen durante el fraguado.  
o Biocompatibilidad, bioactividad y osteoconductividad.  
5.4.3. Inconvenientes 
A pesar de las grandes ventajas de los cementos como biomateriales, tienen también sus 
limitaciones. Son materiales con propiedades mecánicas pobres y poco solubles. Como  todas 
las cerámicas, son frágiles, y además, debido al hecho de que son materiales intrínsecamente 
microporosos, su  resistencia es más baja que la de otros cementos como por ejemplo los 
cementos acrílicos. Esto limita sus aplicaciones a usos que no impliquen sostén de carga, 
como por ejemplo el tratamiento de defectos maxilofaciales o a usos que implican sostén de 
carga, cuando  están combinados con implantes metálicos. [26] 
Los CPC de HA tienen una velocidad de reabsorción lenta comparada con los de brushita. 
Esto hace que no puedan ser completamente reabsorbidos por el organismo. En algunos 
casos se ha observado que tras la integración de las capas externas del cemento, se llega a 
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 una situación de equilibrio en la cual el material deja de ser reabsorbido y se integra en la 
matriz ósea. Esto en parte es  debido a que el cemento tiene una estructura microporosa, con 
un tamaño de poro excesivamente pequeño, lo que no permite la colonización del mismo por 
tejido óseo, impidiendo su progresiva reabsorción por mecanismo celular.  
A estos inconvenientes hay que añadir otra limitación. Los CPC, tienen una porosidad muy 
pequeña (inferior a 1μm) lo que hace imposible utilizar estos materiales en el campo de la IT. 
Como se detallará en la siguiente sección esta limitación se está intentando solucionar 
induciendo macroporosidad al material. [31, 35, 36] 
5.5. Métodos para la obtención de macroporosidad 
Se ha explicado que los CPC aunque son intrínsecamente microporosos carecen de  
macroporosidad (sección 5.4) lo que no los hace útiles para la IT (sección 5.2). Para poder 
utilizar los CPC en el campo de la IT la presencia de macroporos (>100μm) es imprescindible 
para  permitir por un lado el crecimiento de tejido óseo dentro del material y favorecer la 
osteointegración, pero también facilitar la progresiva biodegradación del andamio. 
Existen varias vías para obtener cementos macroporosos que se pueden agrupar en dos 
rutas. La primera consiste en obtener la porosidad después del fraguado del cemento y la 
segunda antes del fraguado, cuando el cemento aún tiene la consistencia de una pasta. [31]  
La obtención de macroporosidad dentro de estas dos tendencias consta de diferentes 
técnicas, las cuales vamos a presentar y desarrollar. 
5.5.1. Uso de agentes porogénicos  
Se pueden introducir macroporos en los cementos mediante el uso de agentes porogénicos en 
forma de partículas, fibras o mallas. El tamaño y distribución de la porosidad depende del 
tamaño y distribución de las partículas del porógeno. La eliminación del agente porogénico 
puede realizarse en un medio líquido in vitro o bajo condiciones fisiológicas in vivo. En el 
primer caso, se tiene la desventaja de que el material posee una forma definida y por tanto el 
cirujano debe adaptar el defecto al implante. En el segundo caso, la desventaja radica en que 
la porosidad no es accesible inmediatamente a las células y por tanto la colonización del 
material no se inicia hasta que la porosidad se haya generado. Adicionalmente, ambas 
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 técnicas comparten la desventaja que deben incorporar gran cantidad del agente porogénico 
para lograr alcanzar un aceptable nivel de conectividad entre poros, lo cual puede llegar a 
comprometer la biocompatibilidad y la inyectabilidad del cemento [31, 37]. 
Como ejemplo de agentes porogénicos se pueden utilizar partículas solubles de sucrosa, 
manitol, NaHCO3, CaSO4.2H2O o Na2HPO4 para producir este tipo de porosidad [37]. 
 
5.5.2. Réplica 
Otro método utilizado para preparar scaffolds macroporosos es la réplica.  Esta técnica puede 
dividirse a su vez en replica directa o indirecta. 
En el método directo la pasta de cemento se embebe en una plantilla de poliuretano (PU) por 
ejemplo,  con la estructura a reproducir. Una vez la estructura está homogéneamente 
recubierta, el CPC puede fraguar y seguidamente se calienta  a 600°C para eliminar la plantilla 
de PU. El uso de temperatura afecta inevitablemente a la estructura, reduciendo la micro- y 
nano-estructura inherente y de hecho disminuyendo la similitud estructural con el tejido óseo. 
Este método directo produce materiales muy débiles a nivel de resistencia mecánica, y 
necesitan a menudo  fase de reforzamiento. 
En cuanto al método indirecto, la plantilla que a menudo es una resina termoplástica hace de 
negativo de la pieza que se quiere obtener, de tal forma que la pasta de cemento se introduce 
o se inyecta  y una vez fragua se elimina el negativo para obtener la estructura porosa 
deseada. En este caso la plantilla puede eliminarse por inmersión en agua o en algún solvente 
orgánico no tóxico sin afectar la microestructura del cemento. 
Comparando estas 2 rutas (positiva y negativa), la fuerza mecánica de la estructura construida 
con la ruta negativa es más elevada que la conseguida con la ruta positiva pero la porosidad e 
interconexión son más bajos. La desventaja de ambos métodos es que el cemento no puede 
ser moldeado in situ y que el material usado para hacer la plantilla debe ser seleccionado 
cuidadosamente o en su defecto eliminado por completo para evitar posibles efectos 
tóxicos.[37] 
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5.5.3. Emulsión 
También se pueden obtener cementos macroporosos mediante la emulsión formando gotas 
de aceite (fase hidrófoba) por ejemplo en la pasta de cemento (fase hidrófila), de tal forma que 
las gotas de aceite actúan de agente porógeno en estado líquido [38]. Una emulsión agua-en-
aceite o aceite-en-agua puede ser formada dependiendo de la fracción de volumen de las dos 
fases y del tipo de emulsificante usado. Los emulsificantes son aditivos que son incorporados 
para estabilizar la emulsión. 
Mediante este método es importante la selección del aceite porque si su eliminación no es 
completa podría ser causa de la mala biocompatibilidad del material [32]. 
 
5.5.4. Diseño de piezas mediante modelado rápido 
Una técnica que ha sido desarrollada en los últimos años para obtener macroporosidad, es el 
diseño de piezas mediante modelado rápido y su posterior impresión con equipos especiales. 
Esta técnica tiene la ventaja de que el control y la reproducción de las muestras es elevada, 
sin embargo los materiales fabricados no son moldeables o inyectables [37]. 
Existen varias técnicas dentro del campo de diseño de piezas mediante modelado rápido. Las 
más importantes siendo: la impresión tridimensional (3D-P), fused deposition modeling (FDM), 
y sinterización por láser (SLS). [37] 
Por ejemplo en el caso del 3D-P una cabeza de impresora se utiliza para imprimir un líquido 
(p.ej. la fase líquida del cemento) sobre una capa de polvo (fase sólida del cemento) para 
formar el sólido, la forma de este está dada por las especificaciones del CAD (computer-aided 
design). En este caso los polvos bifásicos de α/β TCP fueron utilizados como red de polvo y 
una solución diluida de ácido fosfórico como el líquido liante. 
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5.5.5. Espumado 
 Espumado por generación de gases: 
Un ejemplo claro para obtener cementos macroporosos antes del fraguado es el 
espumado directo de la pastas por la generación de gases. En este caso los macroporos 
se crean por la formación de burbujas generadas por la descomposición de aditivos 
incorporados en el cemento. [31] 
 Una posibilidad para obtener macroporos antes del fraguado, es añadir  Na2CO3 en 
estado sólido dentro del polvo del cemento. En este método el polvo está mezclado con 
dos líquidos, un primero líquido para formar la pasta y luego uno ácido para generar 
burbujas de CO2. [39] 
También se pueden generar burbujas de CO2 mezclando ácido cítrico monohidratado con 
CaCO3 o NaHCO3. [31] 
 La descomposición térmica del peróxido de hidrógeno es también un método para 
generar gases dentro de la pasta. [31]  
Pero una importante desventaja en el método de espumado mediante le generación de 
gases, que puede impedir su inyección directa en el cuerpo humano, es la difusión de 
estos gases en los tejidos circundantes. Esto puede crear bolsos de gases, lo que puede 
llevar a reacciones peligrosas, y también a embolismo si este, se libera en el torrente 
sanguíneo. [37] 
 
 Espumado empleando agentes espumantes o tensioactivos 
Otro método de espumado directo para generar macroporos antes del fraguado del 
cemento es el empleo de agentes espumantes o tensoactivos para obtener pastas de 
cemento espumadas, que a través de la reacción de fraguado endurecen manteniendo la 
porosidad. 
Este método tiene la ventaja de que la porosidad va incorporada en la pasta desde el 
momento de la implantación, por lo que la colonización celular se puede iniciar  
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inmediatamente. Por otro lado, puesto que la espuma sólida se consolida después de la 
reacción de fraguado y las pastas de cemento son inyectables, las espumas pueden ser 
implantadas mediante técnicas de mínima invasión quirúrgica. [31] 
Un aspecto que se tiene que tener en cuenta, es que los aditivos introducidos para 
generar los macroporos, permanecen en el material y por tanto estas sustancias tienen 
que ser biocompatibles. Por eso, se favorece el empleo de agentes espumantes tales 
como el Tween 80 que es biocompatible y está aprobado para uso parenteral. 
Dada la importancia de la técnica del espumado en este proyecto en la siguiente sección 
se va explicar con más detalle que son las espumas.   
 
5.6. Espumas y surfactantes 
5.6.1. Definición de una espuma 
Comúnmente una espuma es definida como una dispersión de gas en un líquido o un sólido. 
La fracción de volumen del gas en una espuma es entre 0,5 y 0,9 y  el tamaño de la burbuja 
varía entre 0,1 y 3mm. [40] 
Una espuma, se compone de dos o tres fases: una fase líquida continua hidrófila, un agente 
espumante, a través del cual se genera una fase gaseosa, y puede existir una tercera fase 
hidrofóbica dispersa. 
Como los líquidos puros no forman espumas, la presencia del agente espumante es esencial 
para la generación y la estabilización de la espuma. Se necesitan espumas estables para 
asegurar la obtención de cementos espumados reproducibles y este papel lo tiene el agente 
espumante (a menudo un surfactante). Los surfactantes se adsorben en la interfaz líquido/gas 
reduciendo la energía interfacial y por tanto facilitan la creación y el mantenimiento de áreas 
superficiales extensas, asociadas con la dispersión de burbujas en el líquido. [40] 
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5.6.2. Surfactantes 
Los surfactantes son moléculas en forma de cadena que poseen al mismo tiempo un grupo 
polar o hidrófilo, y un grupo apolar o hidrófobo. El extremo hidrófilo puede estar constituido por 
un anión o  un grupo aniónico, mientras que el extremo hidrófobo está constituido por una 
cadena hidrocarbonatada. [41, 42] 
 
 
Fig.5.7. Estructura básica de una molécula de surfactante. 
Al disolver el surfactante en agua, no hay orientaciones preferenciales de las moléculas de 
surfactante en la superficie y permanecen en una posición horizontal  ya que la concentración 
en surfactante es baja (Fig.5.8.a) 
Con el incremento de la concentración, el número de moléculas surfactantes en la superficie 
también se incrementa y no hay más espacio para que permanezcan en posición horizontal, 
por lo cual empezcan a orientarse de manera que el extremo hidrófilo queda sumergido en 
agua y el grupo hidrófobo queda en el aire (Fig.5.8.b). 
Por  otra parte, la concentración por la cual toda la superficie queda ocupada por moléculas se 
conoce como la concentración micelar crítica (CMC) (Fig.5.8.c). Y por encima de la CMC no 
hay cambio notable en la adsorción de moléculas sobre las superficies hidrófobas, mientras 
que en superficies hidrófilas puede formarse más de una capa de surfactante en la superficie 
(Fig.5.8.d). 
Además, cuanto mayor es la concentración de la disolución, con respecto a la CMC, las 
moléculas en solución pueden formar en el seno del líquido estructuras organizadas llamadas 
micelas (Fig.5.8.e), las cuales pueden llegar a contener entre 20 a 100 moléculas/micela. [31] 
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En general, para un determinado surfactante su máxima espumabilidad se observa a 
concentraciones  iguales o cercanas a la CMC. 
 
 
Fig.5.8. Esquema del comportamiento de las moléculas de surfactante.[31]modificado 
 
Los surfactantes se clasifican de acuerdo a la naturaleza de su parte hidrófila y pueden ser 
aniónicos, catiónicos o no iónicos: 
o Aniónicos: el grupo hidrófilo está cargado negativamente. [10] 
o No iónicos: el grupo hidrófilo no posee ninguna carga definida. [31] 
o Catiónicos: el grupo hidròfilo presenta una carga positiva. [10] 
Algunas sustancias químicas producen espumas, pero no son consideradas surfactantes. La 
característica básica de un surfactante es que su concentración en disolución es mayor en la 
superficie que en el seno del líquido. Este fenómeno se denomina adsorción y ocurre en las 
interfaces líquido/líquido, líquido/aire y líquido/sólido. [10] 
5.6.3. Tween 80 
El Polysorbato 80, comercialmente conocido como el Tween 80, es un emulsificante y 
surfactante no iónico derivado del sorbitan polietoxilado y ácido oleico. El grupo hidrófilo en 
esta molécula es el grupo ester. [43] 
El Tween 80 es un líquido amarillo viscoso muy soluble en agua, cuyas propiedades se 
detallan en la tabla 5.2 [39,43] 
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Propiedad Descriptivo 
Fórmula C64H124O26 
Masa molecular (g/mol) 1310 
Densidad (g/mol) 1,06-1,09 
Punto de ebullición (°C) >100 
Soluble en: Agua, alcohol, aceite de semilla de algodón, 
aceite de maíz, acetato de etilo, metanol y 
tolueno. 
Insoluble en: aceites minerales 
Viscosidad (centistokes) (a 25°C) 300-500 
Flash point (°C) 113 
CMC 1,2. 10
-5
 
Tabla.5.2: Propiedades del Tween80 
 
Podemos observar su estructura molecular en la siguiente imagen [44]:  
 
Fig.5.9.Estructura molecular del Tween80 
 
El Tween 80 se conoce también bajo los nombres siguiente: polisorbonato 80, PEG (80), 
sorbitan mono oleato, o polioxietilen 20 sorbitan mono oleato. [44] 
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Las principales aplicaciones del Tween 80 se encuentran en la industria alimentaria, 
farmacéutica y cosmética. El Tween 80 está aceptado como aditivo alimentario en Europa y 
está incluido en la Guía de los Ingredientes Inactivos de la FDA. Además está aprobado para 
uso parenteral (o sea para inyecciones) por la FDA. [45, 46] 
La concentración máxima de Tween 80 considerada como segura para el organismo es de 0.4 
% w/w. [47] 
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6. Materiales y métodos 
6.1. Preparación de los cementos macroporosos 
Dado que la preparación de un cemento implica la reacción de una fase sólida con una fase 
líquida, a continuación se explicará con detalle cómo se ha preparado el cemento dividiéndolo 
en tres secciones: la preparación de la fase sólida, la preparación de la  fase líquida y la 
mezcla de ambas. La nomenclatura que se utilizará para referirse a los cementos será la 
siguiente: espumas G (o cementos macroporosos G) que corresponde a los cementos 
macroporosos preparados utilizando polvo grueso (G) y espumas F (o cementos 
macroporosos F) que se aplica a los cementos macroporosos preparados con polvo fino (F). 
6.1.1. Fase sólida 
La fase sólida está constituida por una mezcla del 98% en peso de  fosfato tricálcico α (α-TCP) 
y del  2% en peso de hidroxiapatita precipitada (PHA). 
 Obtención del α-TCP 
 El fosfato tricálcico se obtiene a partir de una mezcla estequiométrica de polvos de carbonato 
de cálcio (CaCO3) y de hidrogenofósfato de calcio (CaHPO4) según la reacción en estado 
sólido siguiente (EQ.6.1) 
EQ. 6.1 
De acuerdo con la estequiometria de la reacción  para obtener 150g de fosfato tricálcico, se 
mezclan 48,399g de CaCO3 ( Sigma-Aldrich C4830-500G)  con 131,589g de CaHPO4 (Sigma-
Aldrich C7263) durante 15 min en una mezcladora, “Whip Mix” para conseguir una mezcla lo 
más homogénea posible. Después se transfiere el polvo en un crisol de platino-rodio  y se 
introduce en el horno (Hobersal CNR-58) para llevar a cabo la reacción en estado sólido de 
obtención de  α-TCP. En la Tabla.6.1 y la Fig.6.1 se resumen las diferentes etapas del 
tratamiento térmico.   
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Etapa T
0
 (°C) T
f
 (°C) V(°C/min) Δt (min) 
1 20 300 2,5 120 
2 300 300 0 120 
3 300 1100 2,5 320 
4 1100 1100 0 120 
5 1100 1400 2,5 120 
6 1400 1400 0 120 
Tabla.6.1: Etapas del tratamiento térmico para la obtención del α-TCP 
 
 
Fig.6.1. Esquema de las etapas del tratamiento térmico para la obtención del α-TCP 
Las dos primeras etapas tienen como objetivo eliminar el agua adsorbida en los reactivos. 
Durante la tercera etapa tiene lugar por un lado la descomposición del CaCO3 en CaO (óxido 
de calcio) y CO2 (dióxido de carbono) y por otro lado la reacción del CaO con el CaHPO4  
formándose  fosfato tricálcico beta (β) y los subproductos de la reacción que son agua y CO2. 
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El plateau a 1100ºC se lleva a cabo para asegurar la reacción completa de todos los reactivos.  
Finalmente en las dos últimas etapas se eleva la temperatura hasta 1400ºC para que tenga 
lugar la transformación alotrópica de la fase β en la fase α.  
Una vez finalizado el tratamiento térmico, es necesario realizar un temple en aire para poder 
estabilizar la fase alfa a bajas temperaturas. Para ello se extrae el crisol y con la ayuda de un 
ventilador se trocea con un martillo el bloque de α-TCP para que el enfriamiento sea lo más 
rápido y lo más homogéneo posible. De esta manera se consigue estabilizar la fase α a bajas 
temperaturas y se evita la transformación a fase β. Es muy importante que no haya formación 
de fase β porque es menos soluble que la fase α ; y entonces podría disminuir la velocidad de 
formación de la hidroxiapatita.  
 Molienda del α-TCP 
Después del temple, el α-TCP se  muele en un molino planetario (Pulverisette 6, Fritsch 
GmbB) utilizando un recipiente y bolas de ágata con la finalidad de obtener polvo de α-TCP 
con distribución de tamaño definido. Se utilizarán dos protocolos diferentes de molienda para 
conseguir dos distribuciones de polvo: polvo grueso (G) y polvo fino (F).  
Protocolo  polvo G 10BG 15:450 
Este protocolo consiste en moler 145g de polvo con 10 bolas grandes de ágata (BG) de10mm 
de diámetro durante 15min a 450 rpm. 
 Protocolo  F 10 BG 60:450 + 40:500 - 100 BP 60:500. 
Este protocolo consta de varias etapas: 
1)  Primero de todo 145g de α-TCP se muelen con 10 BG a 450 rpm durante 60 min.  
2)  A continuación el polvo anterior se muele 40 min más a 500 rpm.  
3)  Finalmente se muele el polvo resultante con 100 bolas pequeñas (BP) de ágata de 
diámetro 10 mm  a 500 rpm durante 60 min.  
Nota: Cada 20 min se saca el recipiente de Ágata del molino planetario y se enfría durante 15 
min con un ventilador para evitar el sobrecalentamiento.  
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 Adición de hidroxiapatita precipitada 
Al polvo G y F de α-TCP se le añade un 2% en peso de hidroxiapatita precipitada (Alco ref. 
1.02143) que tiene como finalidad acelerar la reacción de fraguado del α-TCP, y por lo tanto 
acelerar también la reacción de formación de CDHA. Para asegurar que el mezclado sea 
homogéneo se deja  durante 10 minutos en la mezcladora “Whip Mix”. 
6.1.2. Fase líquida 
La fase líquida del cemento consiste en una solución al 2,5% en peso de Na2HPO4  (Panreac 
1316791211) y al 1% en peso de de Tween 80(Sigma-Aldrich  P4780). El Na2HPO4 actúa 
como acelerante de la reacción de fraguado y el Tween como agente espumante. Para 
asegurar la disolución completa de los reactivos éstos se mezclan con la ayuda de un agitador 
magnético.  
6.1.3. Obtención de los cementos macroporosos/ 
cementos espumados. 
La preparación del cemento macroporoso consiste en varias etapas: 1) espumado de la fase 
líquida, 2) mezclado de la espuma con el polvo G o F 3) moldeado y 4) fraguado. La relación 
líquido polvo (L/P) que se ha utilizado para la preparación de las espumas G es de 0.55 ml/g 
mientras que para las espumas F es de 0.65 ml/g. Estudios previos en el grupo mostraron que 
estas relaciones L/P daban lugar a cementos con macroporosidad similar. Un punto a tener en 
cuenta es que el polvo F se hidrataba y agregaba con facilidad y se tuvo que hacer un paso 
previo de deshidratación antes de usarlo.  
A continuación en las siguientes secciones se detallan cada una de las etapas. 
 Espumado de la fase líquida 
Para espumar la fase líquida del cemento, se utilizó una batidora doméstica (CASA 
COMERCIAL) a 12000rpm (+/- 1000 rpm). Las condiciones del espumado fueron las 
siguientes:  
 volumen de fase líquida: 2 ml 
 recipiente de trabajo: tubo de polipropileno de 3 cm de diámetro 
 tiempo de espumado: 30 s 
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 Mezcla del cemento y de la espuma 
Al cabo de los 30 segundos de espumado se transfiere con suavidad 1 g de la espuma sobre 
una bandeja que contiene la fase sólida del cemento. Para controlar la adición de 1g de 
espuma, la bandeja con el polvo han  estado previamente tarados en una balanza. A 
continuación se mezcla la espuma y el polvo durante 1’3 min y la pasta resultante se  
transfiere en moldes adecuados. 
 Conformación de los andamios 
La conformación de los andamios debe realizarse antes de que se cumplan 2’3 min para evitar 
que la estructura del andamio colapse. Hay que tener en cuenta que una vez la espuma está 
en contacto con el polvo la reacción de fraguado empieza y esto hace que la pasta se 
endurezca con rapidez. 
En los moldes de Teflón 
Los andamios se conforman con una espátula  en moldes de teflón previamente pulverizados 
con desmoldante para poderlos remover con facilidad y para generar poros abiertos en la 
superficie de los andamios. Las dimensiones de los andamios son de 6 mm de diámetro por 6 
mm altura. 
En los moldes de Nylon 6 
Para poder introducir la pasta espumada en tubos de Nylon 6 de 5 cm de longitud y 4 mm de 
diámetro interno se utiliza una jeringa. La jeringa se agujerea previamente para encajar el tubo 
de Nylon y después se transfiere la pasta espumada a la jeringa desde donde se inyecta.  
6.1.4. Reacción de fraguado y endurecimiento 
Una vez el cemento conformado en los moldes, estos se transfieren  en un recipiente donde 
se dejan bajo atmosfera saturada de agua a 37°C. Después de 1 día bajo estas condiciones 
se sumergen en agua mQ y vuelven a introducirse en la estufa donde se dejan 13 días más 
(tiempo necesario para que tenga lugar la reacción de transformación del α-TCP a CDHA). 
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6.1.5. Preparación de cementos control 
Los cementos control son cementos preparados bajo las mismas condiciones que los 
espumados pero sin espumar la fase líquida: G-0.55ml/g y F-0.65ml/g. Estos cementos sirven 
de referencia y se contrastarán a lo largo del trabajo con los espumados. 
6.1.6. Caracterización de los cementos 
Los CPC finos y gruesos fabricados se caracterizaron por microscopía electrónica de barrido 
(MEB- JEOL JSM-840) para ver la microestructura, por BET (ASAP 2020 Micromeritics)  para 
medir la superficie específica (SSA) y por porosimetía de intrusión de mercurio MIP (PIM- 
Autopore IV Micromeritics) para determinar la distribución de tamaño de entrada de poro. 
6.2. Preparación de los ensayos con proteína. 
Para poder determinar el efecto de la microstructura de los materiales CPC G y F se realizaron 
dos tipos de ensayos  utilizando 3 proteínas de diferente tamaño. De hecho entender y 
estudiar el comportamiento de las proteínas sobre un CPC es un parámetro importante, ya 
que después de implantar uno de estos cementos dentro del cuerpo, este está expuesto a las 
numerosas proteínas presentes en los fluidos corporales y es inevitable su interacción. Así 
pues se realizarán ensayos de adsorción  y retención de proteínas sobre los cementos CPC F 
y G preparados, siguiendo un protocolo definido que se va a presentar en esta sección.  
6.2.1. Ensayo de adsorción proteica 
La preparación de los ensayos de adsorción proteica consta de varias etapas: 
1)  Se eligen las muestras de CPC que tienen aproximadamente el mismo peso y la misma 
porosidad. Como se hacen 2 series de pruebas; una sobre los cementos F y otra sobre los 
cementos G; para cada serie se eligen muestras de peso entre 0,08g y 0,12g y de misma 
macroporosidad. Lo que cambia de una serie a  otra es el tamaño de la microporosidad y la 
microestructura que es lo que se quiere comparar. 
2) Se enjuagan los cementos durante 2h en PBS (Gibco 18912-04) al vacío, lo que permite 
eliminar todo el aire contenido en los poros y facilita que el material se moje de forma más 
rápida y eficazmente.   
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Nota: para la preparación del PBS, se utilizan pastillas de PBS que se disuelven en 500 ml de 
agua mQ. Se espera a que se disuelva completamente la pastilla antes de usarla. 
3) Se preparan soluciones proteicas con la concentración deseada y la proteína deseada. Se 
utilizan 3 proteínas diferentes: la Beta-lactoglobulina (Sigma-Aldrich), la albúmina (Sigma-
Aldrich), y la Gamma-globulina (Sigma-Aldrich), con  tamaños diferentes: 20KDa, 66KDa y 
160KDa respectivamente, pero de punto isoeléctrico (pI) similar.   
 Para los cementos G se trabajó con concentraciones de 2,5/ 5,5/ 8,5 y 11mg/ml para la 
β-lactoglobulina; de 1/ 2,5/ 5/ 7,5 y 12,5 mg/ml para la BSA; y de 1/ 2,5/ 5,5/ 8,5y 11 
mg/ml para la γ-globulina. 
  Para los cementos F se trabajó con concentraciones de 1/ 5/ 8,5/ 10,5 mg/ml para la 
β-lactoglobulina; de 2,5/ 5,5/ 8 y 12,5 mg/ml para la BSA; y de 1/ 2,5/ 5/ 9,5y 12 mg/ml 
para la γ-globulina. 
4) Se rellenan los criotubos, donde tendrá lugar la adsorción, con 1,8 ml de la concentración 
de proteína deseada y se le añade  un CPC dentro. 
5) Se colocan los criotubos sobre una noria situada dentro de una sala a 37°C. Seguidamente 
se pipetean 30µl de  sobrenadante al cabo de 1h, 2h, 5h y 24h bajo estas condiciones y se 
colocan dentro de un eppendorf. Para los 3 primeros tiempos (i.e. 1h, 2h y 5h) se conservan 
los eppendorfs dentro del congelador hasta el final de la experiencia (i.e. 24h) para poder 
hacer todas las medidas de adsorción al mismo tiempo. En cuanto a los eppendorfs 
conteniendo el sobrenadante al cabo de las 24h, se congelan 2 horas para que se encuentren 
bajo las mismas condiciones que los demás.  
6) Se descongelan después todas las muestras y se realiza un  Vortex para desagregar los 
posibles agregados de proteína. 
7) Se procede a continuación a la medida de la adsorción mediante el método 
espectrofotométrico midiendo la absorbancia a 280nm (Nanodrop 1000). 
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6.2.2. Preparación de los ensayos de retención proteica 
Como este ensayo se trata de un ensayo cromatográfico (HPLC, Waters 600), hay que definir 
los parámetros de la fase móvil y de la fase estacionaria. En este proyecto la fase estacionaria 
se compone de una columna de CPC (F o C) (cf.6.1.3). En cuanto a la fase móvil esta se 
seleccionó de tal manera que las proteínas, a parte de no agregarse, no interaccionaran 
excesivamente con la fase estacionaria.  La fase móvil que se observó que cumplía mejor 
estas condiciones está constituida  de 30% de acetonitrilo (ACN) y 70% de acetato de amonio 
(AC NH4) a 0,1 M. Se trabajó a un flujo de fase móvil de 0,2ml/min. 
Para destacar el comportamiento de exclusión de las proteínas a través de la columna se 
siguió un protocolo específico: 
1) Primero se equilibra la columna con la fase móvil (30% ACN-70% AC NH4).  
2) Seguidamente se satura la columna con sucesivas inyecciones de proteína hasta que la 
proteína inyectada sea igual a la proteína que sale. 
3) Después se procede a un lavado para eliminar las posibles proteínas no adsorbidas. Este 
lavado consta de varias etapas como podemos verlo en la Fig.6.2, primero se sube 
gradualmente durante 5min el porcentaje en ACN hasta 100% y se mantiene constante 
durante 10 min, después se baja gradualmente durante 3 min hasta alcanzar el 30% de, 
finalmente este porcentaje de ACN se mantiene constante a 30% hasta realizar la inyección. 
 
Fig.6.2. Curva de las etapas de lavado de las columnas. 
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4) Finalmente se procede a la inyección de 40 µl de proteína (β-lactoglobulina, BSA y γ-
globulina) a una concentración de 10mg/ml. La monitorización de la proteína eluida se midió 
por absorbancia a 280nm con la ayuda de un espectrofotómetro.   
 
6.3. Técnicas de caracterización del cemento 
6.3.1. Microscopio electrónico de barrido (MEB) 
Mediante la observación de las muestras con el MEB es posible observar tanto la 
macroporosidad como la microporosidad así como la microestructura de los cristales. 
Mediante este análisis es posible interpretar la influencia del tipo de polvo usado (G o F)  y de 
la relación L/P sobre la porosidad y la microestructura de las muestras. 
Para analizar las morfologías se utilizó un microscopio (JEOL JSM-6400). Las muestras fueron 
colocadas sobre una placa de cobre empleando plata coloidal y cinta de carbono para 
adherirlas y mejorar su conductividad eléctrica así como la calidad de las imágenes. 
6.3.2. Superficie específica (BET) 
La superficie específica es una característica importante que influye en aspectos como la 
cinética de la reacción de fraguado y el endurecimiento, la resistencia mecánica y la tasa de 
reabsorción del cemento, por ello, su determinación resulta importante. Al mismo tiempo, se 
buscó evaluar las diferencias entre los resultados de las muestras del cemento G y F y entre 
los cementos densos de referencia y los cementos espumados.  
El método BET, desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller para la determinación de 
superficies, se basa en la adsorción de un gas inerte a baja temperatura sobre una superficie 
sólida. En el caso de las muestras con una superficie específica expuesta igual o superior a 
1,0 m²/g, el gas que se utiliza para realizar el análisis es el nitrógeno, mientras que para 
materiales con superficies específicas inferiores a 1,0 m²/g, el gas empleado es el criptón. El 
equipo empleado para realizar estas mediciones fue un ASAP 2020 Micromeritics. Las 
muestras no necesitan preparación y para realizar el ensayo fueron utilizados directamente los 
cementos fabricados. 
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6.3.3. Porosimetria de intrusión de mercurio (MIP) 
Mediante esta técnica es posible determinar la porosidad abierta de las muestras y la 
distribución de la porosidad en función del tamaño de entrada de poro. El principio físico se 
basa en que el mercurio líquido no moja a la gran mayoría de los materiales, porque presenta 
un ángulo de contacto mayor a 90
o
. Pero si el mercurio en contacto con un material poroso es 
sometido a presión este será forzado a introducirse en los espacios vacíos. Mientras mayor 
sea la presión aplicada el mercurio entrara en los poros de menor tamaño de acuerdo a la 
ecuación de Washburn. 
                                                                                             EQ.  6.2 
Dónde: P es la presión aplicada; γ la tensión superficial del mercurio; φ el ángulo de contacto y 
rE el radio de la conexión del poro (radio de entrada).  
Durante el ensayo, el material poroso es colocado en un porta-muestras hermético (el 
penetrómetro) y el mercurio es introducido en el material incrementando paulatinamente la 
presión. El cambio de presión (ΔP) es la variable de control del ensayo y el incremento puede 
o no ser constante durante el barrido [31]. 
6.4. Técnicas de medida de la adsorción/retención de 
proteínas por los CPCs. 
6.4.1. El Nanodrop 
La necesidad de  determinar concentraciones de proteínas cada vez más bajas y de forma 
más simple, hace que se desarrollen nuevos métodos. Métodos  tradicionales como los 
espectrofotométricos y fluorimétricos requirieren el uso de cubetas para poder llevar a cabo la 
medida.  Un sistema de retención de micro-muestras está cambiando este paradigma usando 
las propias propiedades de tensión  superficial de líquido. Estas fuerzas son capaces de  
mantener las muestras  micro-volumétricas en su sitio mientras se están midiendo sin 
necesidad de utilizar  los contenedores tradicionales. La ventaja de este método es que 
permite disminuir dramáticamente el volumen  de muestra necesaria (1 a 2 µl) mientras 
aumenta considerablemente el rango de concentración de proteínas que puede ser medido. 
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El análisis de la absorbancia de muestras con un volumen limitado es  de gran importancia ya 
que cada vez más tecnologías de la biología molecular requieren la cuantificación exacta de 
proteínas con el consumo mínimo de muestra. Muchas técnicas de purificación y aislamiento 
de proteínas producen un volumen de muestra muy pequeño haciendo que los métodos 
convencionales de  espectrofotometría no pueden usarse. El espectrofotómetro NanoDrop 
1000 resuelve  este problema usando un sistema de retención de muestras que combina la 
tecnología de las fibras ópticas y las propiedades de tensión de superficie inherentes a las 
muestras de líquido para retener micro-muestras durante la medida sin el uso de cubetas. 
Este instrumento permite trabajar con volúmenes tan pequeños como 2µl. La muestra está 
acoplada directamente a superficies ópticas donde la tensión de superficie la mantiene en su 
sitio durante el ciclo de medida. 
La ausencia de dispositivos de retención elimina la  absorbancia de la muestra  en la  cubeta. 
El Nanodrop además mide la absorbancia a dos longitudes de camino óptico diferente lo que 
permite analizar un gran rango de concentraciones sin necesidad de diluir la muestra. Esto se 
consigue fácilmente comprimiendo la gota (ver Fig.6.3 para mayor claridad). [48] 
 
Fig.6.3.El sistema de retención de muestra del espectrofotómetro NadoDrop 1000. (A)La  
muestra de 2µl de volumen se coloca sobre el pedestal óptico de abajo. (B)Una vez que el 
brazo de palanca del instrumento es bajado, el pedestal óptico de arriba contacta la muestra 
formando un columna de líquido con una longitud de camino óptico” definida por el hueco 
entre las dos superficies ópticas. Para  cada medida, la muestra se mide a dos caminos 
ópticos: 1mm y 0,2 mm, lo que permite medir un rango de concentración amplio de proteína. 
[48] 
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6.4.2. Cromatografía 
 Principio de la técnica 
La cromatografía es una técnica de separación extraordinariamente versátil que presenta 
distintas variantes. En toda separación cromatográfica hay dos fases una móvil y otra 
estacionaria, que se mueven una con respecto de la otra. La muestra se introduce en la fase 
móvil y los componentes de la muestra se distribuyen entre la fase estacionaria y la móvil. Los 
componentes de la mezcla a separar invierten un tiempo diferente en recorrer cada una de las 
fases, con lo que se produce la separación. Si un componente está la mayor parte del tiempo 
en la fase móvil el producto se mueve rápidamente, mientras que si se encuentra la mayor 
parte en la fase estacionaria, el producto queda retenido y su salida es mucho más lenta.[49] 
En la Fig.6.4 se muestra un esquema de un equipo convencional de cromatografía donde se 
señalan los componentes principales que forman parte del sistema. 
 
Fig.6.4. Sistema de HPLC. (a) Reserva de fase móvil. (b) Bomba capaz de suministrar a un 
flujo determinado la fase móvil por la columna. (c) Válvula de inyección de la muestra. (d) 
Columna: fase estacionaria.(e) Detector; método más popular de detección es por 
absorbancia en el UV .(f) Fase móvil eluida . (g) Ordenador para integrar la señal del detector. 
[49] 
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Existen varios mecanismos de separación  dentro del campo de la cromatografía, como son 
por ejemplo la cromatografía de intercambio iónico, la cromatografía de afinidad y la 
cromatografía por exclusión, entre otros. Como en este proyecto se utilizará el método 
cromatográfico de  exclusión por tamaño (o SEC, size exclusion chromatography) en la 
siguiente sección se da  una explicación detallada de este mecanismo. [50]  
 SEC (Size exclusión chromatography) 
El tamaño molecular, o más exactamente  el volumen hidrodinámico molecular gobierna el 
proceso de separación por SEC. Es decir, cuando una mezcla de solutos  de tamaños 
diferentes pasa a través de  una columna rellenada con partículas porosas, las moléculas que 
son demasiado grandes para penetrar los poros del material de relleno eluyen primero, como 
se muestra en la Fig.6.5, las partículas más pequeñas como pueden penetrar y  difundir 
dentro de los poros, eluyen a tiempos más  largos o a volúmenes de elución superiores. [51] 
En este tipo de cromatografía idealmente  las moléculas no interaccionan con la superficie del 
material de relleno y por lo tanto se separan  según su capacidad de penetración dentro de los 
poros de aquel material poroso que es función del tamaño de la molécula. 
 
 
Fig.6.5.Esquéma de la separación por SEC. [51] 
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Ecuaciones que controlan el mecanismo de separación 
La separación  por SEC requiere  un control cuidadoso del tamaño de poro del material de  la 
fase estacionaria con el tamaño de las moléculas para que puedan ser separadas (cf.Fig.6.6). 
Las pequeñas moléculas en una muestra van a poder penetrar todos los poros de la fase 
estacionaria y van a eluir con un volumen Ve, que es igual al volumen de huecos de la 
columna, Vm.  Moléculas muy grandes van  a ser excluidas de todos los poros de la fase 
estacionaria y van a eluir con un volumen de elución igual al volumen intersticial del líquido 
entre las partículas, Vi. Las moléculas de tamaño intermedio van a poder penetrar algunos, 
pero no todos los poros y van a eluir con un volumen de elución situado entre el volumen 
intersticial y el volumen vacío de la columna. El volumen vacío es el volumen total del líquido 
en la columna y está relacionado con el volumen intersticial y el volumen de poro, Vp con la 
ecuación:  
          EQ.6.3 
La porosidad total de la columna, Vtot, y su porosidad, ɛ, son dados por las ecuaciones, 6.4 y 
6.5 respectivamente (Vs es el volumen de fase estacionaria): 
EQ.6.4 
 
 
 
 
EQ.6.5  
 
De aquí se obtiene que el volumen de elución de un soluto en SEC está dado por la ecuación: 
EQ.6.6  
Dónde la constante, Ksec tiene un valor entre 0 y 1. [49] 
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Fig.6.6.Relación típica entre el peso molecular y el volumen de elución en SEC.[49] 
 
Desde la introducción de la SEC, se propusieron varios mecanismos de separación para 
ayudar a la comprensión de su naturaleza, sin embargo el modelo geométrico es el que 
proporciona explicaciones más claras y prácticas.[51] 
Modelos geométricos 
El modelo más simple e intuitivo para entender el fenómeno que tiene lugar en la SEC está 
basado sobre consideraciones geométricas (Fig.6.7). Los modelos se basan en simplificar la 
geometría de los poros presentes en la fase estacionaria a  aperturas de poros cónicos o 
cilíndricos; aunque en realidad la estructura de un poro es mucho más compleja. 
En el modelo cónico, el poro se estrecha con el aumento de la distancia. Las moléculas 
esféricas penetran el poro hasta una cierta profundidad dependiendo de la relación  
molécula/poro diámetro. Una molécula con un diámetro más ancho que el del poro no puede 
penetrar y quedará totalmente excluida del poro. La molécula más grande (n°1) se mueve 
directamente a través de la columna y aparece primera en el cromatograma. La molécula más 
pequeña (n°3) puede alcanzar un nivel más profundo dentro del poro y casi penetra el 
volumen entero de poro. Esta es la que se retiene más y por lo tanto se eluye la última. Una 
molécula de tamaño intermedio (n°2)  puede penetrar dentro del poro hasta alcanzar un 
diámetro que es comparable al suyo. Así pues  estas 3 moléculas eluyen en orden de 
diámetro decreciente: 1, 2,3. 
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El modelo cilíndrico asume el mismo diámetro dentro del poro, pero que el volumen de  poro 
disponible para una molécula esférica no es igual a todo el volumen de poro. El volumen 
accesible de poro está limitado al radio de la molécula  desde la pared. Por ejemplo, el 
volumen de poro accesible  para una molécula más grande (n°4) (el área rellenada de cruces 
rodeada por una línea discontinua) es más pequeño que el poro accesible para una molécula 
más pequeña (n°5)  (el área rellenada de líneas en diagonal rodeada por una línea continua) y 
eluyen más temprano de la columna.[51] 
 
 
Fig.6.7.Modelos geométricos: A apertura de un poro cónico; B apertura de un poro 
cilíndrico.[51] 
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7. Resultados y discusión 
7.1. Caracterización del cemento 
En las secciones siguientes se van a detallar los resultados obtenidos de la caracterización de 
los cementos macroporosos con la idea de presentar las diferencias y similitudes que existen 
entre los cementos espumados preparados con polvo grueso (G) y relación L/P=0,55 ml/g y 
los de polco fino (F) y relación L/P=0,65 ml/g. 
7.1.1. Análisis microestructural de los cementos 
       
       
 
Fig.7.1.Micrografías MEB de la superficie de fractura de diferentes cementos grueso (a,  b) y 
fino (c, d) a diferentes aumentos. 
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(d) F65 (b) C55 
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G
Como puede observarse en la Fig.7.1, los cementos G y F presentan una macroporosidad 
homogéneamente repartida. Esta porosidad es la introducida a través del espumado de la 
fase líquida. Además a través de la Fig.7.1 b y d se puede ver que no solo hay 
macroporosidad sino que también está interconectada. Este tipo de estructura tiene un papel 
muy importante en la IT ya que el tamaño de los poros y las interconexiones entre ellos son 
los dos parámetros clave para permitir tanto la angiogénesis como la osteoconducción dentro 
del andamio. 
A continuación, en la  Fig.7.2 se muestra el detalle de la estructura de estos dos cementos, G 
y F. 
      
      
                                                                                  
Fig.7.2. Detalles de la microestructura de la superficie de fractura de los dos tipos de cemento 
grueso (a, b) y finos (c, d) a diferentes aumentos. 
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Aunque a partir de las imágenes de la Fig.7.1, parece que los cementos macroporosos finos y 
gruesos sean idénticos, no lo son tal y como lo muestra el detalle de la pared de los andamios 
Fig.7.2.  
 Por un lado a través de la Fig.7.2 a y c se ve  que los cementos G (grueso) y F (finos) 
consisten en realidad de agregados de cristales entrelazados entre sí  por el enlace de 
cristales en forma de placas elongadas (G), o agujas (F). La creación de estos agregados está 
controlado por el mecanismo de precipitación. Inmediatamente después su contacto con el 
agua, el α-TCP empieza disolviéndose, y antes de que los iones puedan difundir, la 
precipitación tiene lugar, rodeando la partícula de α-TCP, lo que  da lugar  a estos agregados. 
Eventualmente cada partícula se disuelve completamente dejando los diferentes agregados 
que componen el cemento. El espacio vació entre los agregados da lugar a otro tipo de 
porosidad, este tipo de porosidad es más abierta (Fig.7.3 b) que la creada por el 
entrelazamiento de los cristales dentro de cada agregado (Fig.7.3 a), y depende de la relación 
L/P. Cuanto más alta es, más separación hay entre agregados, como se puede ver entre los 
cementos F y G en la Fig.7.2 a y c. 
 
Fig.7.3. Representación esquemática de la porosidad intrínseca que existe en los cementos: 
dentro de un mismo agregado (a) y entre agregados (b). [52] 
Por otra parte se sabe que el desarrollo de la porosidad intrínseca y la microestructura final del 
cemento está relacionado con la reacción cementante que resulta de la disolución del α-TCP 
seguida por la precipitación de la hidroxiapatita deficiente en calcio. Podemos observar Fig.7.2 
b y d diferentes microestructuras cuando se usa el α-TCP con diferentes tamaños de 
partículas de partida. En efecto, distinguimos la formación de precipitados en forma de placas 
elongadas Fig.7.2.b cuando se usan partículas de tamaño mayor mientras que se observan 
precipitados en forma de agujas Fig.7.2.d, claramente más pequeños cuando se emplean 
partículas de tamaño menor, y esto se explica por la diferencia en el grado de sobresaturación 
alcanzado por la disolución de las partículas. El grado de sobresaturación más alto alcanzado  
(b) 
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por las partículas de α-TCP más pequeñas favorece la formación de muchos núcleos, 
mientras una sobresaturación más baja lleva a menos núcleos pero favorece su crecimiento. 
[52] 
Aunque no se adjuntan imágenes de la microestructura de los cementos control (cementos 
preparados de forma idéntica a los macroporosos pero sin espumar) se observó que eran 
idénticos a los macroporos indicando que el proceso de espumado no afecta a la 
microestructura del material. 
7.1.2. Medida de la superficie específica de los cementos 
Los resultados de la medida de la superficie específica de los cementos por el método BET se 
resume en la Fig.7.4. La superficie específica se midió tanto para cementos macroporos como 
para los densos que sirven de control con la finalidad de comparar las microestructuras de los 
cementos fabricados a partir de polvo G y F. 
 
Fig.7.4. Superficie específica de los cementos gruesos y finos (densos y macroporosos) 
Los resultados obtenidos son coherentes con las microestructuras .La precipitación de 
cristales de mayor (G) o menor (F) tamaño genera diferencias a nivel de la superficie 
específica. Esto se confirma  con los resultados del BET (Fig.7.4), dónde vemos que los 
cementos F tienen aproximadamente el doble de superficie específica comparando con los 
cementos G, independientemente de que sean cementos macroporos o densos.  
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7.1.3. Análisis de la porosidad por intrusión de mercurio 
En la Fig.7.5 se presentan las gráficas de distribución de tamaño de poro obtenido por MIP 
para los cementos preparados a partir de polvo G (L/P=0,55 ml/g) y F (L/P=0,65 ml/g). Para 
más claridad en la gráfica se indica la contribución de la porosidad intrínseca del cemento y la 
porosidad inducida por el espumado.   
Hay que tener en cuenta que a través del método MIP, el diámetro medido es el diámetro de 
entrada del poro y no el diámetro de poro mismo. Así pues, cavidades anchas conectadas por 
cuellos más pequeños se registran como poro teniendo el tamaño de cuellos.  
 
Fig.7.5. Resultados del MIP sobre la distribución de tamaño de poro para cementos gruesos 
(curva negra) y finos (curva roja) 
 
 En la Fig.7.5 se ve un comportamiento bimodal y unimodal para los cementos F y G 
respectivamente a nivel de porosidad intrínseca (tamaños de poro < 1µm). 
Los cementos finos muestran claramente una distribución de tamaño de poro bimodal. Los 
dos picos en la distribución bimodal tienen diferentes formas. El pico centrado en tamaños de 
poro entre 0,1-1µm es más agudo  indicando una distribución de tamaño de poro más 
estrecha, mientras el pico centrado en tamaños de poro inferiores, entre 0,01-0,1µm es más 
amplio, indicando una población más dispersa de poros  sobre un rango de tamaño más  
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amplio. Teniendo en cuenta las porosidades mencionadas en la sección 7.1.1, se atribuye el 
pico que aparece a los tamaños de poro  más elevados (>0,1µm) a los huecos creados entre 
agregados (Fig.7.3.b) y el pico que aparece a tamaños de poro más pequeños a los huecos 
creados entre los cristales en un mismo agregado (Fig.7.3.a). Los huecos creados entre 
agregados son debidos al agua, constituyente principal de la fase líquida. Con un aumento de 
la relación L/P hay más cantidad de agua en la formulación del cemento causando una 
separación entre partículas de α-TCP mayor. 
En cuanto a los cementos G muestran una distribución unimodal,  con un único pico más 
ancho y centrado en tamaños de poro entre 0,01-1µm. Seguramente lo que sucede en este 
caso es que los huecos creados entre agregados y dentro de un mismo agregado se 
superponen. Esto podría explicarse de 2 maneras: Por un lado al trabajar con una relación L/P 
 menor para el cemento G, las partículas de α-TCP quedan más juntas, los huecos entre 
agregados disminuyen y por lo tanto el pico de esta porosidad se desplaza a la izquierda, 
hacia tamaños de poro más pequeños. Por otro lado, hay que tener en cuenta que los 
cementos G presentan una microestructura de cristales en forma de placas elongadas de 
mayor tamaño que los cementos F, generando huecos dentro de un mismo agregado más 
grande en los cementos G que en los F. Esto causa un desplazamiento del pico hacia la 
derecha (hacia tamaños de poro más grandes). El desplazamiento a la derecha causado por 
el aumento de espacio entre cristales por un lado y el desplazamiento a la izquierda causado 
por la diminución de los huecos entre agregados, hace que los 2 picos se superpongan.  
El aumento en la altura del pico (volumen de poro) centrado en tamaños de poro entre 0,1-
1µm en el cemento F es ligeramente más elevado que la del cementos G, esto se explica por 
la diferencia de relación L/P. En efecto, el aumento en la  relación L/P implica un aumento en 
la separación de agregados aumentando el volumen de porosidad. 
Respeto a la porosidad entre cristales, esta también varía en función del tipo de 
microestructura. En efecto vemos que esta  corresponde a los picos centrados en tamaños de 
poro de 0,03µm para los cementos F y de 0,05µm para los cementos G. Esta diferencia de 
tamaño esta debida al hecho que en los cementos F hay más densidad de cristales de menor 
tamaño entonces con la cantidad y la forma aguda de estos cristales se facilita aún más el 
empaquetamiento lo que implica que hay menos porosidad que en  los cementos G que 
presentan menos densidad de cristales y de mayor tamaño. 
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Además de la microporosidad intrínseca del cemento (<1µm) se observa un pico con un 
tamaño de poro aproximadamente igual e igual a 70µm. Este pico es tanto para el cemento F 
como el G característico de la macroporosidad introducida por el proceso de espumado. 
Resumen 
Es interesante ver que concuerdan las microestructuras MEB (Fig.7.1.) de los cementos G y F 
con los resultados del MIP  (Fig.7.5.). Se ve que los picos indicativos de la macroporosidad 
tienen un tamaño de poro aproximadamente igual a 100µm. Esta macroporosidad, inducida 
por el espumado, es crucial para permitir la angiogénesis y la osteoconducción, elementos 
claves para la buena integración del andamio dentro del cuerpo.  
Aunque parezca a partir de las micrografías de la Fig.7.1 que los cementos F y G sean 
idénticos, las micrografías de la Fig.7.2 muestran en detalle la estructura del cemento F y G; y 
se ve que presentan microestructuras diferentes, placas elongadas de tamaño mayor en el 
caso de los cementos G y pequeñas agujas en el caso de  lo cementos F, lo que induce 
diferencias en la superficie específica (SSA) como se ha visto en la sección 7.1.2 por BET. En 
efecto, la SSA es doble en el caso de los cementos F. Esta diferencia a nivel de tamaño de 
cristales influye sobre la microporosidad de los cementos G y F, como puede verse en el 
apartado 7.1.3 con el  análisis de la porosidad por MIP. En efecto, vemos que según la 
microestructura de los cristales, la microporosidad varía; se ve distribuida entre dos rangos de 
tamaños de entrada de poro (0,01-0,1µm y 0,1-1) para el cemento F mientras que para el 
cemento G se distribuye en un único rango de tamaño de entrada de poro más ancho. Esta 
microporosidad tiene un papel muy importante ya que permite la transferencia de nutrientes 
dentro del andamio además de ser crucial en la adsorción y concentración  de proteínas. Hay 
que tener en cuenta que estos materiales estarán en expuestos a las diferentes proteínas 
presentes en los fluidos corporales, por lo que uno podría preguntarse si esta microestructura 
distinta entre los cementos G y F, que ya influye sobre la microporosidad, puede influir sobre 
la retención y la adsorción de proteínas. Para poder investigar con más detalle este aspecto, 
en las siguientes secciones se estudiará el comportamiento de diferentes proteínas en las dos 
microestructuras. 
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7.2. Caracterización de la adsorción/retención de proteína 
En esta sección se quiere investigar la influencia que tiene la microestructura de los cementos 
G y F sobre la adsorción y retención de proteínas. Para realizar este estudio se trabajará con 
proteínas de naturaleza similar (punto isoeléctrico similar) pero de diferente  tamaño. (Β-
LG=20kDa; BSA=66kDa y γ-G=160kDa). Con el estudio de adsorción (mediante el 
espectrofotómetro) se quiere determinar la capacidad de adsorción de cada proteína sobre los 
dos materiales y con el estudio de retención (estudio por cromatografía) se quiere investigar 
como la microestructura del material permite concentrar más o menos proteína en los 
diferentes cementos (G y F). 
7.2.1. Caracterización de la adsorción proteica  sobre las 
espumas macroporosas G y F 
 Curvas de cinética 
En las Figuras 7.6. y 7.7. se grafican las curvas de cinética que se obtuvieron después de 
incubar los cementos G y F en soluciones de BSA  a diferentes concentraciones y a diferentes 
tiempos de adsorción. 
 
Fig.7.6. Representación de la cantidad de BSA adsorbida por cm² de CPC grueso en función 
del tiempo de incubación para diferentes concentraciones iniciales de proteína. Cada punto es 
el promedio de 3 muestras  independientes.  
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Fig.7.7. Representación de la cantidad de BSA adsorbida por cm² de CPC fino en función del 
tiempo para diferentes concentraciones iniciales de proteina. Cada punto es el promedio de 3 
muestras  independientes.  
 
En todas las curvas de cinética (Fig.7.6) (Fig.7.7), se observa  que hay una tendencia para 
cada concentración a establecer un equilibrio con el tiempo. Este es un estado estacionario 
dónde la velocidad de adsorción de la proteína se iguala a la velocidad de desorción. Se ve 
también que independientemente de la concentración inicial de proteína se alcanza este 
estado a tiempos superiores a las 5h.  
Por otra parte se observa que la cantidad máxima de BSA adsorbida aumenta con el aumento 
de  la concentración de proteína, pero no de una forma  indefinida. En efecto, en la Fig.7.6, 
para el cemento macroporoso G se aprecia que cuando la adsorción se lleva a cabo a la 
concentración más baja, p. ej.1,2 mg/ml,  la cantidad máxima de BSA adsorbida es de 0,3 
µg/cm², y esta aumenta gradualmente con el aumento de la concentración inicial de proteína 
hasta alcanzar un valor máximo, de 1,4 µg/cm². Este valor se alcanza para los 2 valores de 
concentración mayor: 7,8 mg/ml y 12,5 mg/ml. Cuando 2 concentraciones diferentes de 
proteína de partida llevan a la misma cantidad de proteína máxima adsorbida es indicativo de 
que se   ha  llegado a la saturación del material. Podemos concluir entonces que la cantidad  
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máxima de albumina que puede adsorber en un CPC G esta alrededor de 1,4 µg/cm². En 
cuanto a los CPC F (Fig.7.7) vemos que la cantidad máxima de albumina que puede adsorber 
 esta cerca de 0,8 µg/cm². Esta diferencia de adsorción entre los dos cementos puede 
explicarse por su diferente microestructura como se verá a continuación. 
 Isotermas de saturación  
Las isotermas de adsorción de BSA sobre cementos de fosfato de calcio G y F están 
representadas en las Fig.7.8 y Fig.7.9, dónde la cantidad de proteína adsorbida (µg/cm²) se 
representa en función de la concentración de proteína (mg/ml). Las curvas se caracterizan por 
una pendiente inicial indicando la afinidad de la proteína con la superficie de CPC. 
Seguidamente se observa que la saturación produce un valor plateau correspondiente a la 
cantidad máxima de proteína que el material puede adsorber. 
 
Fig.7.8. Isotermas de adsorción para la β-LG, γ-G y la BSA en los cementos macroporosos G. 
Cada punto es el promedio de 3 muestras  independientes.  
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Fig.7.9. Isotermas de adsorción para la β-LG, γ-G y la BSA en los cementos macroporosos F. 
Cada punto es el promedio de 3 muestras  independientes.  
 
Si se compara la Fig.7.8 con la  Fig.7.9 se observa que independientemente del tipo de 
proteína, la saturación ocurre antes en los cementos macroporosos F que en los G. En efecto, 
en la Fig.7.8 donde se representa la cantidad de proteína adsorbida en los cementos G, la 
saturación tiene lugar a aproximadamente 1,4µg/cm² mientras que en los cementos finos, 
Fig.7.9, tiene lugar a aproximadamente 0,8µg/cm². Es interesante contrastar estos resultados 
con las valores de superficie específica de cada material (Fig.7.4) dónde se observó que los 
cementos macroporosos F tenían el doble de superficie específica que los cementos G. Los 
resultados de la adsorción de proteínas muestran pues, que no toda el área del cemento es 
accesible a las proteínas. Esto es fácil de explicar a partir de las imágenes de MEB de los 
diferentes materiales. En las imágenes de la Fig.7.2, dónde se muestra el detalle de los 
cristales que componen el material, se ve que el tamaño inferior de cristal y la mayor densidad 
de cristales en los cementos F facilita el empaquetamiento de los cristales lo que reduce la 
superficie disponible comparado a los cementos G que tienen un tamaño mayor de cristal y 
una densidad menor. 
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Fig.7.10. Representación esquemática de la superficie disponible sobre cementos F(a) y G (b). 
Los círculos rojos representan la proteína. 
Sabiendo que los cementos F tienen menos superficie disponible, porque las agujas 
empaquetándose con más densidad que las placas elongadas reducen el tamaño de entrada 
entre cristales  (cf.Fig.7.10), podríamos suponer que las proteínas más pequeñas accederían 
con más facilidad a este tipo de superficie y que de hecho habría más cantidad de proteína 
pequeña  adsorbida en un CPC-F comparado con  una proteína de tamaño mayor. Pero no es 
esto lo que se observa. En efecto, en la Fig.7.9 se observa que la adsorción máxima de 
proteína es de 0,8 µg/cm² para las 3 proteínas independientemente de su  tamaño (160kDa 
para la γ-G, 66kDa para la BSA y 20kDa para la β-LG). Estos resultados muestran pues, que 
las tres proteínas de estudio no permiten discriminar áreas diferentes del mismo material. La 
siguiente estrategia que se tomará para poder ver el efecto de esta microestructura en las 
diferentes proteínas será estudiando con qué facilidad se excluyen cada proteína a través del 
cemento por cromatografía SEC.   
7.2.2. Caracterización de la retención proteica mediante 
cromatografía SEC 
La cromatografía SEC  (size exclusion chromatography) permite medir la cantidad de proteína 
retenida por cada uno de los cementos F y G en función del  tamaño de la molécula. 
Seguidamente se muestran todas las gráficas obtenidas mediante este método (Fig.7.11-
7.13). 
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Fig.7.11. Perfil de elución de la β-LG en columnas de cemento macroporoso G (curva azul) y F 
(curva rosa). 
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Fig.7.12 Perfil de elución de la γ-G en columnas de cemento macroporoso G (curva azul) y F 
(curva rosa). 
 
Efecto de la microestructura de los cementos de fosfato de calcio espumados en la retención y adsorción de proteínas.                   Pág. 65 
 
 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
0
100
200
300
400
500
600
700
800
 
 
 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
, 
2
8
0
n
m
t, min
BSA
 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
0
30
60
90
120
150
180
 
 
 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
, 
2
8
0
n
m
t, min
BSA
 
Fig.7.13 Perfil de elución de la BSA en columnas de cemento macroporoso G (curva azul) y F 
(curva rosa). 
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En las Fig.7.11, Fig.7.12 y Fig.Fig.7.13 se representan las curvas de elución de las diferentes 
proteínas   en columnas preparadas con cementos G y F en función del tiempo. Se grafican 
para una misma proteína las curvas para cementos G y F en la misma gráfica sin zoom y 
después se hace un zoom para tener más detalle. Las gráficas Fig.7.11 corresponden a la 
beta lacto-globulina, las gráficas Fig.7.12 a  la gamma-globulina y las gráficas Fig.7.13 a la 
BSA. 
En las Fig.7.12 y Fig.7.13 que representan respectivamente las curvas obtenidas para las 
proteínas gamma-globulina y BSA, se ve claramente la presencia de 2 categorías de  picos 
(entre 0-25min) tanto  para los cementos G como los F mientras que para la Fig.7.11 que 
representa las curvas de la beta-lacto-globulina, la presencia del  segundo pico no es tan 
evidente aunque se puede distinguir  en la figura con el zoom. 
La primera serie de picos aparece aproximadamente a los 2min para los cementos G y F. 
Estos picos corresponden a la elución de las proteínas que atraviesan los macroporos del 
material saliendo  muy rápidamente. Según los resultados obtenidos con el MIP, los cementos 
ya  sean gruesos o finos tienen la misma macroporosidad y esto coincide muy bien con lo que 
se observa por cromatografía.  Es lógico que las proteínas que pasen a través de poros del 
mismo tamaño salgan al mismo tiempo independientemente del material y de la proteína (la 
fase móvil de trabajo se eligió de manera que hubiera  ausencia de interacción química entre 
la proteína-material). Pero se observa que para el  cemento F este primer pico eluye más 
proteína (mayor intensidad de señal)  que el de los cementos G, y esto se debe a que los 
microporos de los cementos F, como se vio por  MIP, son globalmente más pequeños que los 
 microporos de los cementos G. Es decir que cuantos más pequeños son  los microporos,  
más les cuesta a las proteínas entrar y quedar atrapadas, por lo que  gran parte de las 
proteínas en vez de quedar atrapadas pasan por los macroporos y salen casi 
instantáneamente. Así pues, a las proteínas les cuesta más entrar en los microporos de los 
cementos F que en los microporos de los cementos G.  
En las gráficas con el  zoom se ve con más detalle la segunda serie de picos. Observamos 
que las proteínas salen de las columnas a tiempos diferentes según salgan de cementos G o 
F y según el tamaño de proteína.  
Primero constatamos que independientemente del tamaño de las proteínas, esas salen de las 
columnas de los cementos G antes que de las columnas de F. En efecto, en la Fig.7.11 vemos  
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que la beta-lacto-globulina sale de la columna de los cementos G a aproximadamente 11min y 
de las columnas de fino después de los  14min y en la  Fig.7.12 vemos que la gamma-
globulina sale de la columnas de los cementos G a aproximadamente 5min y de las columnas 
de los cementos F después de los  6min y en la Fig.7.13 se ve que la BSA sale de la columna 
de los cementos G sobre las 7min mientras que de los cementos F sale después de los 8min. 
Esto se explica por las mismas razones que antes, en efecto, si es más difícil entrar en los 
microporos del cemento F que en los del G, obviamente va a ser más difícil también salir de 
aquellos, lo que resulta en  los diferentes tiempos de salida entre los cementos G y F para una 
misma proteína. Además, la presencia de picos más anchos en esta segunda serie de picos  
es indicativo que existe una distribución de poros en vez de un tamaño de poro definido (esto 
es consistente con el MIP donde se vio que existía una distribución ancha de poros que se 
extendía de 0.01-1um).  Por otra parte, en esta segunda serie de picos se observa que es 
para los cementos G que la absorbancia es más elevada que para los cementos F lo cual es 
lógico ya que es más fácil que  la proteína quede atrapada en la estructura más abierta del G 
que del F como se ha explicado antes. 
En un segundo lugar si comparamos los tiempos de salida de las diferentes proteínas para un 
mismo material, por ejemplo para una columna de cemento G, observamos que  las proteínas 
no salen al mismo tiempo. En la Fig.7.11 se ve que la beta-lacto-globulina sale de la columnas 
de los cementos G sobre las 11 min, en la Fig.7.12 se ve que la gamma-globulina sale sobre 
los 5min y en la Fig.7.13 vemos que la BSA sale aproximadamente a los 7min. Y para las 
columnas de cemento F se puede observar que la β-LG sale sobre los 14min  Fig.7.11 la γ-G 
a los  6min Fig.7.12 y la BSA a aproximadamente 8 min Fig.7.13. 
Se observa pues que:  t salida γ < t salida BSA<  t salida β,  independientemente del material.  De 
hecho, se puede concluir que las proteínas salen en función de su tamaño y siempre en el 
mismo orden. La γ -globulina que es la más grande de entre las tres proteínas sale siempre la 
primera. Esto se debe por un lado a su tamaño que le impide entrar en los poros pero también 
a su menor movimiento Browniano (menor agitación de la molécula en el fluido) que  hace que 
choque menos contra las paredes lo que facilita su salida. Mientras que la β-lacto-globulina, 
que es la más pequeña, siempre sale en último lugar porque se queda atrapada en los 
microporos, y  además como por su tamaño presenta más movimiento Browniano,  pierde más 
tiempo chocándose contra las paredes antes de poder salir. La BSA que es la proteína 
mediana sale siempre en segunda posición. A través de este método se puede observar 
claramente el comportamiento de exclusión por tamaño.  
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8. Conclusiones 
Los resultados obtenidos en este proyecto nos permiten confirmar que es posible preparar 
cementos macroporosos con macroporosidad similar y microporosidad claramente 
diferente. La diferente microporosidad se ha generado utilizando polvo de α-TCP de 
diferente tamaño (G y F), que ha dado lugar a microestructuras formadas por anclaje de 
cristales en forma de placas elongadas (G) o por anclaje de cristales más pequeños en 
forma de agujas (F).   
Por otra parte, se ha podido ver que ambas microestructuras (cementos F y G)  afectaban 
a la adsorción y retención de proteínas. Se ha observado que, independientemente de la 
proteína, se adsorbían menos en los cementos F (0,8 µg/cm
2
) que en los G (1,4 µg/cm
2
). 
Este comportamiento se ha explicado por el menor tamaño y la mayor densidad de cristales 
en los cementos F que ha impedido el acceso de la proteína y por lo tanto su adsorción.  
El método SEC ha resultado ser una técnica excelente para entender el efecto de la 
microestructura del material en la concentración y retención de las proteínas. Se ha visto 
que el mayor tamaño y menor densidad de cristales en las columnas de cemento G 
permitían retener más cantidad de proteína pero a la vez esta se eluía de manera más 
rápida que en las columnas F.  
 
Para futuras investigaciones en el mismo dominio, se propone  lo siguiente: 
 Para que estos materiales tengan más aceptación en el campo de la IT se 
necesitaría lograr preparar cementos con una macroporosidad interconectada 
superior a las 100µm. 
 Continuar los estudios por SEC. Es una técnica que puede llegar a ser muy útil y no 
está explotada en este campo. Convendría: explorar diferentes tipos de fase móvil, 
trabajar con columnas de longitud mayor, hacer estudios a diferentes flujos, etc.  
 Para conseguir utilizar el SEC en columnas de mayor tamaño se tendrá que 
optimizar un nuevo protocolo que permita  preparar mayores volúmenes de 
material.  
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9. Coste económico e impacto sobre el ambiente 
9.1. Coste económico 
A continuación se presentaran tablas con una estimación del coste de este proyecto. Los 
costes se dividen en 3 categorías, o sea los costes de materia prima usada a lo largo del 
proyecto. La materia prima incluye todos los reactivos necesarios para la fabricación de los 
andamios de fosfato de calcio y las proteínas. Los costes económicos relativos a los 
métodos de caracterización, estos costes no incluyen los costes energéticos para hacer 
funcionar los equipos así como los costes de amortización de los mismos. Finalmente se 
presentaran los costes del personal que ha participado a este proyecto. La IVA está incluida 
en todos los precios. 
 
9.1.1. Materiales 
  
Producto Cantidad (gramos) Precio (€) 
Carbonato de calcio 96,8 32,53 
Hidrogenofosfato de calcio 263,2 3,53 
Hidroxiapatita precipitada 5,8 0,12 
Hidrogenofosfato de sodio 12,5 0,75 
Tween 80 13 2,45 
Albúmina Bovina 4 22,5 
Beta-lactoglobulina 1 134,7 
Gamma-globulina 1 38 
 Coste Total 234,58 
Tabla.9.1.Coste estimado de la materia prima utilizada. 
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9.1.2. Métodos de caracterización 
  
Técnica Ensayo (€/ensayo u hora) Coste total de la técnica(€) 
MEB 157,5 315 
BET 65 260 
MIP 145 725 
Nanodrop 12,4 148,8 
  HPLC 40 268 
 Coste Total 1716,8 
Tabla.9.2.Coste estimado de las técnicas de caracterización 
 
9.1.3. Personal 
Personal Coste (€/hora) Coste total (€) 
Director del proyecto 80 12000 
  Investigadores 50 5000 
 Técnico especializado 90 5400 
 Coste Total 22400 
Tabla.9.3.Coste estimado del personal 
 
COSTE TOTAL DEL PROYECTO: 24351,38 € 
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9.2. Impacto medioambiental 
Las materias usadas para la fabricación de los andamios no llevan asociado ningún 
impacto medioambiental remarcable teniendo en cuenta ya sea la naturaleza de los 
productos (fosfatos de calcio, hidrogenfosfato de sodio) como las cantidades usadas para 
la realización del proyecto (Tween80). 
En relación a las técnicas de caracterización usadas habría que destacar el mercurio como 
contaminente ambiental peligroso. La peligrosidad que supone va ligada al hecho que, al 
tratarse de un metal pesado no es biodegradable y, además, tiene un alto potencial de 
bioacumulación en los organismos vivos. La toxicidad del mercurio depende del estado en 
el que se encuentre, es decir, si está directamente como metal, formando parte de un 
compuesto inorgánico o bien orgánico. En el caso presente el mercurio que se usa está en 
forma de metal directamente. Se considera un tóxico agudo y crónico y algunos de los 
efectos más importantes que provoca en organismos vivos son daños al sistema nervioso y 
al riñón [10] Es por eso que todos los experimentos que requieran el uso del mismo hay 
que llevarlos a cabo en salas habilitadas con dispositivos de aeración y siempre utilizar 
guantes. 
En cuanto a la gestión de los residuos originados en los experimentos, estos se dividen en 
cuatro grupos que se detallan a continuación: 
 Aguas de Busot con restos de mercurio: Las aguas usadas para la limpieza de los 
utensilios que hayan estado en contacto con mercurio. 
 Residuos sólidos con restos de mercurio: utensilios usados durante el experimento 
que puedan contener mercurio. P.ej: guantes, papel... 
 Muestras ensayadas: las muestras sobre las que se ha determinado la porosidad ya 
sea mediante inmersión en mercurio como por porosimetria quedan impregnadas 
del metal. 
 Mercurio: es el propio metal usado en los experimentos. Se dispone en recipientes 
habilitados para contener cada tipo de residuo que, periódicamente, la gestora de 
los residuos de la UPC (Universidad Politécnica de Catalunya), los recoge para 
darles el tratamiento adecuado. 
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